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RESUMO

O trabalho trata da producao de filmes nanoestruturados multicamadas de biopolimeros
sobre substratos solidos com a técnica de deposicao layer-by-layer (LbL). A técnica de
montagem layer-by-layer € uma ferramenta adequada para produgao controlada de filmes de
multicamadas com propriedades importantes tais como: a biocompatibilidade, a
biodegrabilidade, a baixa toxicidade, a hidrofilicidade e a baixa citotoxicidade, concedendo a
estes filmes grande versalitidade em suas aplicagbes. O foco principal da pesquisa foi estudar
multicamadas dos polieletrolitos naturais quitosana e acido hialurénico e sua aplicabilidade
para: 1) promover a adesao de linfécitos B, 2) gerar superficies antibacterianas. Os testes da
preparagao e o estudo da variagdo de pardmetros de montagem de filmes dos biopolimeros,
assim como sua caracterizacao foram Uuteis para a avaliagdo dessas aplicagbes. O estudo
também incluiu a producéo de filmes multicamadas contendo outros biopolimeros (alginato de
sodio e carboximetilcelulose), assim como polimeros sintéticos e nanoparticulas. A
caracterizacao dos filmes envolveu diversas técnicas de analise, dentre elas: microscopia de
forca atdbmica (MFA), que permitiu obter informagdes sobre a topologia e elasticidade dos
filmes, e microbalanca de cristal de quartzo com dissipagcao (QCM-D), que permitiu fazer uma
analise em tempo real das caracteristicas dos filmes durante a deposicao dos biopolimeros. Os
resultados obtidos neste trabalho mostram a viabilidade da fabricagao de filmes multicamadas a
base de biopolimeros para uso na imobilizacdo de linfécitos B. Os resultados mapeiam e
otimizam as variaveis de preparagao dos filmes de multicamadas dos polieletrélitos (PEMs) de
HA e CHI através do pH, forca ibnica, e ultima camada depositada, que influenciam a
imobilizagao seletiva dos linfécitos. Estes filmes exploram as interagdes CD44-acido hialurdnico
sem a necessidade de utilizacdo de reagdes quimicas agressivas e promovem a adesao
seletiva de linfécitos assegurando a viabilidade, habilidade de replicagdo e fungbes dos
linfécitos, apods a imobilizagédo. Filmes assim construidos tem aplicagédo em biossensores a base
de células, engenharia do sistema imune, sistemas de diagnostico e tratamento de doencgas
entre outras. Os resultados mostraram também que a técnica LbL é viavel para a construgcéo de
superficies antibacterianas. As propriedades antibacterianas e de imobilizacdo de linfocitos da

superficie desses filmes sdo passiveis de aplicagdes biotecnoldgicas.

Palavras-chaves: Biopolimeros, Layer-by-Layer, Linfocitos, Bionanotecnologia, Superficies

Antibacterianas
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ABSTRACT

This thesis is on the production of biopolymer nanostructured multilayered thin films
deposited on solid substrates utilizing the layer-by-layer (LbL) deposition technique. The layer-
by-layer deposition technique of assembly is a simple yet versatile and powerful tool for the
controlled production of biopolymer multilayered thin films carrying important properties, such
as: biocompatibility, biodegradability, low toxicity, hydrophilicity, low cytotoxicity, which entice
them as candidates for a wide variety of applications. The main focus of the research was the
study of natural biopolymer polyelectrolytes such as chitosan and hyaluronic acid, and their
applicability in: 1) promoting the adhesion of B lymphocytes, and 2) generating antibacterial
surfaces. The film preparation process in itself and the study of the film properties as a function
of deposition parameters, such as pH and ionic strength, during assembly, were very important
in tailoring the multilayer film for specific applications. The study also included the production of
multilayered films composed by other biopolymers (sodium alginate, carboxymethylcellulose), as
well as by synthetic polymers and nanoparticles. The characterization of the films involved
various techniques, such as: atomic force microscopy (AFM) - which allowed the acquisition of
information regarding film topology and elasticity, and the quartz crystal microbalance with
dissipation (QCM-D), which permitted an analysis, in real time, of the film characteristics during
deposition of the biopolymers. The results obtained in this work show the feasibility of fabricating
multilayered thin films based on biopolymers for their use in the adhesion of B lymphocytes. The
results map out and optimize the preparation of polyelectrolyte multilayered (PEMs) composed
of HA and CHI through the variation of pH, ionic strength, and choice of last layer deposited, all
factors that influence the selective immobilization of lymphocytes. These films explore the CD44-
hyaluronic acid interactions without the use of aggressive chemical reactions to promote the
selective adhesion of lymphocytes, maintaining their viability, meaning, maintaining their ability
to replicate and their native functions after being immobilized. The results also show the
feasibility of the LbL technique in producing biopolymer films having antibacterial properties.
Both film characteristics — the adhesion and the antibacterial properties — find applicability in the
area of bionanotechnology. These films may be used in the fabrication of cell based sensors, in

immune system engineering, in diagnostics systems and in disease treatments, among others.

Keywords: Biopolymers, Layer-by-Layer, Lymphocytes, Bionanotechnology, Antibacterial

Surfaces

XV



XVi



SUMARIO

=TT U 1T Xiii
Y 03] 1 = T S PSP XV
70 2 = 4 o 1SR XVii
LISt A8 FIQUIAS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeeaas XXi
] = e [T 1= oY= F- T XXVil
N[0 =T T F= 1 U] = T RS XXiX
07\ =11 U 10 T TR 1
1. INTRODUGAO E OBUETIVO ...t 1
07\ =11 WU 10 T~ TSP 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 3
2.1 INTRODUGAO . ..ottt et e e e eae e eaenns 3
2 I T O T 1 (o 1= 7= o - PP 3
2.1.2 ACIAO HIBIUIONICO ... 4
2.1.3 AIGINATO A SOQIO ...t 5
2.1.4 CarboxXimetilCelUIOSE ...........ieeeeeee e 5

A = (o] 4 0 E= Y (=T F= TP 6
2.3 Técnica de Deposicao Layer-by-Layer (LBL) .............uuueiiiiiiiiiiiiiiii 6
2.4 Técnica LbL de ProduG&0 de PEMS.........cooiiiiiii e 7
2.5 Modelos da Formacgao de Multicamadas de Polieletrolitos...........cccceeeeeiviieeeiinenc, 10
2.6 Modelos de Zonas para as Multicamadas de Polieletrdlitos ...........cccooooviiiiiiiin, 12
2.7 LbL com Quitosana e Acido HIialurdniCo ............ccoeeueoeieeeeeee e, 13
2.8 LbL com Quitosana e Alginato de SOIO.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiii 15
2.9 LbL com Quitosana e Carboximetilcelulose.............ooovuiiiiiiiiiiii e 17
2.10 Estudos de LbL com outros Biopolimeros ...........ccoueeeiiiiiiiiieeeeeecee e 18
2.11 Aplicacdes de PEMs na Area BIomE&diCa............oceoveeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 18
2.11.1 Aplicagbdes de PEMs envolvendo células ... 19
2.11.2 Aplicagbdes de PEMs envolvendo células do sistema imunoldgico................... 20
2.11.3 Aplicagdes de PEMs envolvendo bactérias............ccoooovvviiiiiiiiiiiieiieeee 21
2.11.4 Métodos e Maquinas de Automatizagao para a Deposigéo LbL....................... 23
CAPITULOD 3 .ottt ettt e e e 25
PEMS DE BIOPOLIMEROS ...ttt ettt 25
3.1 INTRODUGAOD. ...ttt eae e 25
3.2 MATERIAIS E METODOS ...ttt 26
T2t IV = 1 1= =1 PPN 26
3.2.2 Métodos de Preparacéo e Caracterizacdo de PEMSs.............coooiiiiiiiiiiin, 27
3.2.2.1 Preparagao de Substratos para Deposicdo LbL ..., 27
3.2.2.2 Preparacao de Solugdes de Polieletrdlitos ..........cooovieeeiiiiiiiiiiieeee 27
3.2.2.3 Preparacéo das Multicamadas de Polieletrolitos (PEMS) ........ccccoeeeiieeeenn. 28

3.2.3 Caracterizagdes das PEMS ... 29
3.2.3.1 PerfilOmMEetria ........eeiiee e 29

XVii



Fernando da Cruz Vasconcellos Sumaéario

3.2.3.2 ElPSOMELIIA ... 30
3.2.3.3 ANGUIO d€ CONALO ......vceeeeeeeeeeeeeeeeee et 33
3.2.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)..... 33
3.2.3.5 ESpectroscopia UV-VIS ... 34
3.2.3.6 Microscopia de Forga AtOMICa ........cooeeeiiieiiiiiie e 34
3.2.3.7 Microbalancga de Cristal de Quartzo com Dissipagdo (QCM-D) .................. 35
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQD ......oeiuiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
3.3.1 Formacgao de Filmes PEMS ... 37
3.3.2 Angulo de Contato de PEMs de HA/CHI ............c.ccovoveuioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 53
3.3.3 FTIR das PEMS de HA/CHI ... e 54
3.3.4 Adsorcao de Corantes e UV-Vis das PEMs de HA/CHI ............ccoooiiiiiin, 55
3.3.5 Microscopia de Forga Atdmica (MFA) das PEMs de HA/CHI ..............cceeeeei. 58
3.3.6 QCM-D das PEMS de HA/CHI.........u e 61
3.3.7 Sistemas ALG/CHI € CIMC/CHI........uuuiii e 66
3.4 CONCLUSOES PARCIAIS ..ottt 70
CAPITULO 4 ..ottt 71
MULTICAMADAS DE POLIELETROLITOS PARA PROMOVER A
IMOBILIZACAO DE LINFOCITOS B ...ttt 71
4.1 INTRODUGAO ...ttt 71
4.2 MATERIAIS E METODOS. ...ttt ettt e e 73
o Y=Y =Y 4= 73
4.2.2 Preparagao de Substratos para Deposicdo LbL............coooiiiiiiiiiiiiie 74
4.2.3 Preparacao de Solugdes de Polieletrolitos e Nanoparticulas.............ccccee. 74
4.2.4 Montagem das PEMS ... 75
4.2.5 PEMs de HA/CHI para Adesao de LinfOCitos .........ccoeeviiiiiiiiiiiiieeieee e 75
4.2.6 Cultura de LinfOCItos B CH27 ... 75
4.2.7 Adesao de LinfOcitos Nas PEMS..........oo i 75
4.2.8 Espessura e Rugosidade das PEMS ... 77
4.2.9 Espectroscopia UV-VISiVel ... 77
4.2.10 Adesao de LinfOCItOS Bh.......cccooiiiiiiiiiee e 77
4.2.11 Filmes de PEMS PadronizadOs .........ccooeeeeiiiiiiiiieee e 78
4.2.12 Imagens e Nanoendentagdo com MFA ... 79
4.2.13 Descolamento das PEMs com LinfOCitos B........ccoooeiiiiiiiiiiii e 80
4.2.14 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM) ..o, 80
4.2.15 Viabilidade dos LinfOCItOS B..........ouuuiiiiiiiii e 81
4.2.16 Reacdo de PEMs com SPDP para Adeséo de LinfocCitos........coooevvveeiiiiiinnneen. 81
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cciiiieeeeeeeeeeeeeeeee et 82
4.3.1 Construgao das PEMs para Adesdo de LinfOCitos .........cccooveviiiiiiiiiiiiiiiieee, 82
4.3.2 Adesao de LinfOCitos B CH27 ... 83
4.3.3 Adeséo de Linfécitos em Filmes de PEMs Padronizados ..............ccoevveeineeenee. 85
4.3.4 Determinagao de grupos Carboxila do HA e Ambnioda CHI............................. 92
4.3.5 Modulo de Elasticidade e Topografia de Filmes de PEMs ..., 95
4.3.6 Linfocitos Funcionalizadas com PEMs em Solugdo RPMI ... 99
4.3.7 Reacdo de PEMS COM SPDP ... 101
4.4 CONCLUSOES PARCIAIS ... 104
A5 APENDICE ..ottt ettt 106




Fernando da Cruz Vasconcellos Sumaéario

CAPITULO 5 .ottt ans 109
FILMES FINOS ANTIBACTERIANOS COMPOSTOS POR MULTICAMADAS DE
BIOPOLIMEROS ...ttt ettt eaen s 109
5.1 INTRODUGAO . ...ttt eee s 109
5.2 MATERIAIS E METODOS ...ttt 111
I I = 1 (=T =L S SPRPRPSPN 111
5.2.2 Preparag@o das PEMS. ..........e e 111
5.2.3 Teste de Proliferacdo de Bactérias — Ensaios Waterborne. ............................. 112
5.3 RESULTADOS . .....coeeeeiiiiteeieeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeaeeeeasssssssssssssnssssnssssssnssnsssssnnsnsnnnnnnnnnnnnnnnns 113
5.4 CONCLUSOES PARCIAIS ..ottt eae e 115
5.5 APENDICE ...ttt ettt 116
CONCLUSOES FINAIS ..ottt ettt ettt eae e ene e 117
TRABALHOS FUTUROS E EM ANDAMENTO .....ciiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 121
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 123
ANEXO L e 139
SISTEMA-MAQUINA AUTOMATICA DE IMERSAO PARA A TECNICA
N e o A T I o o 139
AQ INTRODUGAO ..ot ens 139
A.1 Fundamentos da INVENGEO .......ccooiiiiiiiie e e e e eeeeees 140
A.2 Projeto e Construgdo da Maquina Automatica LbL Nanostructure Pro................... 141
A.3 Operacgao do Equipamento LbL Nanostructure Pro.........cccccoooiiiiiiiiiiiiie 143
A.4 Produgéao de Filmes Nanoestruturados com LbL Nanostructure Pro ..................... 144
A.5 CONCLUSAO PARCIAL ... 144
A.6 TRABALHOS FUTUROS ..., 145
AT APENDICE ...ttt 146

XiX



XX



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Estrutura molecular da quitosana.

Figura 2.2. Representagao da estrutura quimica do acido hialurénico. (A = acido D-glicurdnico,
B = N-acetil-glicosamina)

Figura 2.3. Representacéo da estrutura quimica do alginato de sédio. (M = acido manurdnico,
G = &cido gulurénico)

Figura 2.4. Representacdo da estrutura quimica da carboximetilcelulose.
Figura 2.5. (A) ldealizagdo do processo de formacgéo do filme de multicamadas. (B) Imagens
moleculares simplificadas das duas primeiras adsorcdes, mostrando a deposi¢ao do filme a

partir de um substrato de carga positiva.

Figura 2.6. Desenho esquematico do modelo de zonas para multicamadas de polieletrolitos.

Figura 2.7. Representagdo esquematica das interagbes idnicas entre a quitosana (CHI) e o
acido hialurénico (HA): (A) pH 3,0 ; (B) pH 5,0.

Figura 2.8. Representacdo esquematica das interagBes idnicas entre a quitosana e o alginato:
(A)pH 2,0 ; (B) pH 5,4.

Figura 3.1. Representagéo da estrutura quimica do poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDAC).
Figura 3.2. Representagéo da estrutura quimica do poliestireno sulfonato de sodio (SPS).
Figura 3.3. Representacdo esquematica de uma medida de elipsometria.

Figura 3.4. Procedimento basico utilizado em medidas de elipsometria para determinar
propriedades de materiais a partir de dados experimentais.

Figura 3.5 Exemplo de paradmetros para andlise de filmes com a técnica de elipsometria, (A)
utilizando wafer de Si, e (B) l1dmina de vidro.

Figura 3.6. Representacdo da estrutura quimica do corante azul de alciano.
Figura 3.7. Equipamento Q-Sense D300.
Figura 3.8. Representacdo esquematica do modelo de Voigt.

Figura 3.9. Representagédo esquematica da superficie de (A) substratos de vidro e (B) wafer de
silicio.

XXi



Lista de Figuras

Figura 3.10. Representacdo esquematica da reagao de substratos de vidro com NaOH.

Figura 3.11. Representacdo esquematica das reagdes de wafers de silicio com plasma de
oxigénio.

Figura 3.12. Espessura de PEMs de CHI/HA em funcdo do numero de bicamadas, nas
condicdes de pH 3,0 ou pH 5,0, e 0 mM NaCl, depositados sobre wafers de silicio. (média de 3
medidas: perfilometria)

Figura 3.13. Representacdo esquematica dos regimes de crescimento de PEMs de CHI/HA em
substratos sélidos.

Figura 3.14. Representacdes esquematicas de crescimento de PEMs de CHI/HA em condicdes
de (A) pH 3,0 e (B) pH 5,0, depositados sobre wafers de silicio.

Figura 3.15. Rugosidade (rms) dos filmes de CHI/HA em funcdo do numero de bicamadas
depositadas diretamente em wafers de silicio, preparados em pH 3,0 ou pH 5,0, e 0 mM NaCl.
(média de 3 medidas: perfilometria)

Figure 3.16. Percentagem da rugosidade (rms) dos filmes de CHI/HA normalizado pela
espessura do filme respectivo, em fungdo do nimero de bicamadas depositadas diretamente
sobre wafers de silicio. (média de 3 medidas: perfilometria)

Figura 3.17. Medida de perfilometria de filme de (PDAC4/SPS4).55 depositados sobre laminas
de vidro, (A) imagem o6ptica do filme com ranhura feita com um estilete, (B) grafico de analise
da espessura e rugosidade (rms) do filme (em angstroms) versus a distancia percorrida pela
ponta de diamante (stylus).

Figura 3.18. Filmes de (PDAC4/SPS4)5 5 depositados sobre (A) vidro e (B) wafer de Si.

Figura 3.19. Exemplo de um grafico de dados experimentais e modelados de elipsometria para
um filme de (PDAC4/SPS4)5 5.

Figura 3.20. Comparacdo de medidas de curvas de crescimento de HA3/CHI3, 0 mM NaCl,
através de medidas com as técnicas de perfilometria e elipsometria.

Figura 3.21. Espessura de PEMs de HA/CHI em funcdo do numero de bicamadas, nas
condigdes de pH 3,0 e pH 5,0, 0 mM e 100 mM NaCl, depositados sobre Iaminas de vidro com
uma pré-camada de (PDAC4/SPS4),55. (média de 7 medidas: perfilometria)

Figura 3.22. Representagcdo esquematica da conformagéo das cadeias poliméricas, de (A) CHI
e (B) HA, em solugbes preparadas na auséncia e na presencga de NaCl, e em pH 3,0 e pH 5,0.

Figura 3.23. Rugosidade (rms) de filmes (nm) de (CHI3/HA3) e (HA5/CHI5) na auséncia e
presenca de 100 mM NaCl em fungao do nimero de bicamadas. (depositados em laminas de
vidro-(PDAC4/SPS4)45 5; média de 7 medidas de perfilometria)

XXii



Lista de Figuras

Figura 3.24. Espessura e rugosidade de filmes de HA3/CHI6, 0 mM NaCl, depositados em
wafers de Si recobertos com a pré-camada de (PDAC4/SPS4)55 em fungdo do numero de
bicamadas. (média de 3 medidas: perfilometria)

Figura 3.25. Béqueres contendo solugdes de HA3 e CHI6 para a formagdo de PEMs, apds a
deposicao de 20 bicamadas: (A) HA3 com trés solugdes de lavagem com pH 3,0, e CHI6 com
todas as solugbes de lavagem com pH 6,0; (A) HA3 com trés solugdes de lavagem com pH 3,0,
e CHI6 com trés lavagens consecutivas com pH 6,0, pH 3,0, e pH 3,0, respectivamente.

Figura 3.26. Filmes de (HA3/CHI6),, preparados com (A) todas as solugdes de lavagem de CHI
com pH 6,0, e (B) com uma solugdo de lavagem com pH 6,0, seguida de duas solugdes de
lavagem com pH 3,0 para CHI.

Figura 3.27. Angulos de contato estaticos de agua Milli-Q (pH 5,7) em filmes de CHI3/HA3
depositados (na presencga e auséncia de 100 mM NaCl) em laminas de vidro com uma pré-
camada de (PDAC4/SPS4),55. (média de 7 medidas: goniémetro)

Figura 3.28. Absorbancia (unidades arbitrarias) versus comprimento de onda (cm™) para filmes
de (CHI3/HA3),5 e (CHI5/HAS),5 depositados sobre janelas de ZnSe.

Figura 3.29. Imagens de laminas de vidro contendo filmes de HA3/CHI3, 100 mM NaCl, com a
incorporacdo do corante azul de alciano, em fungdo do numero de bicamadas (0,5 - 9,5)
depositadas.

Figura 3.30. Absorbéancias de ldminas de vidro contendo filmes de HA3/CHI3, 100 mM NacCl,
com a incorporagéo do corante azul de alciano, em fungdo do numero de bicamadas (0,5 - 9,5)
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Figura 3.33. Rugosidade de filmes de (PDAC4/SPS4)55 e HA/CHI preparados com pH 3,0 e
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sem NaCl.
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0,15). (b) Imagens de topografia de MFA com modo contato mostram que montagem na
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CAPITULO 1

1. INTRODUGAO E OBJETIVO

Polieletrélitos sdo polimeros com cargas positivas (polications) ou negativas (polidnions)
que sao geralmente soluveis em agua. Complexos de polieletrélitos vém sendo utilizados em
diversas aplicagbes médicas, como sistemas de liberagdo controlada de farmacos, adesivos
odontolégicos, revestimentos entéricos de farmacos, membranas de rins artificiais para dialise
de sangue, revestimento de implantes compativeis com o sangue, lentes de contato, materiais
de suporte para regeneragao de tecidos, entre outros (SCRANTON et al.; 1995, KOTZ, 1996).
Presentemente, uma nova classe de complexos de polieletrélitos, os filmes de multicamadas de
polieletrélitos (PEMs) produzidos com a técnica de layer-by-layer (LbL), vem se destacando por
sua versatilidade e aplicabilidade.

Estudos sobre a preparagdo de PEMs pela técnica de deposicéo layer-by-layer (LbL), tém
crescido exponencialmente nos ultimos anos. A técnica, apesar de simples, € extremamente
versatil para a fabricagdo de filmes finos multicomponentes nano-estruturados. A fabricagao
desses filmes multicomponentes pela técnica layer-by-layer significa literalmente realizar uma
montagem nanoscopica de camada sobre camada, de centenas de diferentes materiais em um
unico dispositivo utilizando técnicas de baixo custo e ambientalmente sustentaveis. A partir do
desenvolvimento do método para preparar multicamadas de polieletrolitos com cargas opostas,
uma grande variedade de materiais tem sido utilizada para produzir flmes finos com diversas
propriedades e aplicagdes.

Apesar do grande volume de pesquisas sobre PEMs, a maioria dos estudos foi realizada
com polimeros sintéticos, tais como o poli(acido acrilico) (PAA) e a poli(alilamina hidroclorada)
(PAH). PEMs com estes polieletrélitos tém sido estudadas para diversas aplicagdes, tais como:
nanoreatores para a sintese de nanoparticulas de prata (WANG et al., 2002); na fabricagdo de
filmes microporosos com constantes dielétricas baixas (DURSTOCK & RUBNER, 2001);
substratos que seletivamente controlam a adesédo de células (ZHENG et al., 2004, BERG et al.,
2004); filmes com propriedades anti-embacgantes e anti-refletivas (CEBECI et al., 2006), dentre
outras.

No presente trabalho, o grande interesse foi exatamente estudar PEMs de polimeros
naturais. Os filmes de PEMs de polimeros naturais tém vantagens sobre as PEMs obtidas com

polimeros sintéticos, no que se refere a aplicagdes em biotecnologia, onde s&o de importancia
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as propriedades de biocompatibilidade, biodegrabilidade e baixa toxicidade. Para esse estudo
foram preparados e caracterizados novos materiais compostos por PEMs obtidas pela
deposicdo alternada de polimeros naturais, tais como a quitosana, o acido hialurénico, o
alginato de sodio, e a carboximetilcelulose, sobre substratos sdélidos. Devido as caracteristicas
dos biopolimeros mencionados, estes sao fortes candidatos para a produgdo de PEMs de
grande aplicabilidade na area de engenharia de processos e materiais visando a area de
bionanotecnologia.

Em resumo, o objetivo do trabalho incluiu a producio e a caracterizagdo de PEMs a partir

de biopolimeros, sendo desenvolvido nas seguintes etapas:

1. Preparagcdo da montagem do experimento para a execugcdo das deposicdes
consecutivas das multicamadas.

2. Produgdo dos filmes de PEMs dos polimeros naturais, variando-se parametros (pH,
concentracdo de NaCl (forga idnica)) de preparagéo para avaliar a influéncia destes nas
propriedades finais das PEMs.

3. Anadlise e caracterizagdo dos filmes de PEMs obtidos, com a aplicagdo das seguintes
técnicas de andlise: Perfilometria, Elipsometria, Angulo de Contato, Microscopia
de Forga Atémica (MFA), e Espectroscopias UV-Vis e de Transformada de
Fourier no Infravermelho (FT-IR), e Microbalanca de Cristal (QCM-D).

5. Estudo das interagbes das superficies das multicamadas com células do sistema
imunolégico, linfécitos B (B-cells), para se obter superficies para seletivamente promover
a adeséo de linfécitos.

6. Estudo das interagoes dos filmes de PEMs com células bacterianas, para se obter

superficies antibacterianas.

O capitulo 2 contém a Revisdo Bibliografica. O capitulo 3 discute os estudos de
preparagao e caracterizacdo das PEMs de biopolimeros. No capitulo 4 apresenta-se o estudo
direcionado para a preparagao de superficies para a adesido de linfécitos B. O capitulo 5
apresenta o estudo da utilizacdo de PEMs de biopolimeros como superficies antibacterianas. O
capitulo 6 apresenta as conclusbes finais. O capitulo 7 discute trabalhos em andamento e
sugestdes para trabalhos futuros, e o capitulo 8 contém as referéncias bibliograficas. O anexo |
trata da concepcdo e construgdo de uma maquina automatica de imersdo, para a preparacgao

de multicamadas LbL.




CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCAO

Presentemente, existe um grande interesse no estudo de nanoestruturas de polimeros
naturais, tais como a quitosana, o acido hialurénico, o alginato de sodio e a celulose, etc., para
a producédo de filmes multicamadas de polieletrélitos (PEMs) com propriedades uteis em

aplicacdes biotecnoldgicas e de nanotecnologia.

2.1.1 Quitosana

A quitosana (CHI), poli-(D-glicosamina), é um polimero obtido da desacetilacdo da
quitina, um abundante polissacarideo presente no exoesqueleto de crustaceos, como o siri € 0
caranguejo. Trata-se de um aminopolissacarideo biodegradavel, biocompativel, hidrofilico e
atoxico (ROBERTS, 1992). A presenca de grupos polares amino e acetamida, na estrutura da
quitosana, fornece ao polimero a propriedade de alta hidrofilicidade (ASSIS & SILVA, 2003).
Sua estrutura quimica é constituida pelos copolimeros B-(1—4)- 2-amino 2-desoxi-D-glicose e
B-(1—4) - 2-acetamida 2-desoxi-D-glicose, com grupos amino e grupos hidroxila primario e

secundario. A Figura 2.1 mostra a estrutura molecular da quitosana, que tem um pKb = 6,0 .

H H H
. CHZ_OH 0 ] NH, .
T HO i\ o)
o\ H 0 ~_H
" NH, ' ' CH,O0H ©
H H H

Figura 2.1. Estrutura molecular da quitosana (adaptada de TAO et al., 2007).

A quitosana pode ser dissolvida em solugdes aquosas de acidos, como os acidos
acético, formico e citrico, além do acido cloridrico em solucdes diluidas, resultando em solugbes
viscosas. Nestas, comporta-se como um polieletrélito catidnico, constituido de um copolimero
de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose, de composigao

variavel em fungdo do grau médio de acetilagdo, que representa a fragdo de unidades 2-
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acetamida-2-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose. O grau de acetilagdo € um dos
principais parametros utilizados para a caracterizagdo da quitosana. A solubilidade da quitosana
esta relacionada com a razdo relativa das unidades acima mencionadas, presentes nas suas
cadeias macromoleculares (SANTOS et al., 2003).

Quando a quitosana esta solubilizada, apresenta grupos amino protonados no carbono
C-2 da glicosamina, tornando-se, portanto, um polieletrdlito catidnico. As propriedades exibidas
pela quitosana incluem: alta solubilidade, alta reatividade quimica, alta processabilidade e
moldabilidade, assim como propriedades biocompativeis, biodegradaveis, cicatrizantes, e
antimicrobianas, dentre outras. A quitosana tem sido utilizada para a produgdo de micro
(VASCONCELLOS et al., 2011) ou nanoparticulas, por apresentar propriedades interessantes,
como a de mucoadesividade e de ser facilmente esterilizavel por métodos convencionais
(AGNIHOTRI et al., 2004). A CHI vem também recebendo grande atencé&o na sua utilizagao
como biomaterial e na produgédo e desenvolvimento de formulacbes terapéuticas (ROBERTS,
1992), no tratamento de aguas, na produgédo de cosméticos, aditivos alimenticios e membranas

semipermeaveis.

2.1.2 Acido Hialurénico

O acido hialurénico (HA) é um mucopolissacarideo, macromolécula do grupo das
glicosaminoglicanas. E um polimero linear néo ramificado, aniénico, composto de acido D-
glicurénico e N-acetil-glicosamina, ligados através de ligacdes alternadas glicosidicas p-1,4 e 8-
1,3. A Figura 2.2 mostra uma representacéo da estrutura quimica do acido hialurénico, que tem

um pKa = 2,9.

H o H CH,0OH
o 2 " 2 HO " 2
Ho | M 0 : 0
y OH . 4 O NH i
CH;,
A B

Figura 2.2. Representacéo da estrutura quimica do acido hialurdnico.
(A = acido D-glicurdnico, B = N-acetil-glicosamina)

O HA encontra-se amplamente distribuido em varios tecidos conectivos de animais,

como componente principal de substancias intercelulares, que mantém uma matriz gelificada

4
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ligando-se a proteinas, outros mucopolissacarideos e agua. O HA esta presente principalmente
no corddo umbilical, fluido sinuvial, e humor vitreo. O HA atua como um lubrificante para

protegado contra infecgdes bacterianas e retém agua (LACPIK et al., 1998).

2.1.3 Alginato de Sédio

O alginato (ALG), por sua vez, é um polissacarideo extraido de diversas espécies de
algas marrons (Phaeophyceae). Este € um carboidrato coloidal hidrofilico com grande potencial
na fabricagdo de multicamadas e biofilmes devido as suas propriedades coloidais. O alginato é
um copolimero linear composto de residuos do acido B-D-manurénico (M) (pKa = 4,0) e do
acido a-L-gulurénico (G) (pKa = 3,5). A Figura 2.3 mostra uma representacdo da estrutura
quimica do acido manurdnico de sédio e do &cido gulurénico de sddio. O alginato € utilizado em

diversas aplicagdes que exploram a sua capacidade em formar géis e em ser biocompativel.
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Figura 2.3. Representagéo da estrutura quimica do alginato de sédio
(M = &cido manurdnico, G = acido gulurdnico) (adaptada de TAO et al., 2007).

2.1.4 Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero aniénico derivado da celulose, muito
soluvel em agua, com a qual forma tanto solugdes como géis. A estrutura da carboximetil
celulose é baseada no polimero de celulose de (-(1,4)-D-glicopiranose. Diferentes preparagdes
podem ter diferentes graus de substituicdo dos grupos hidroxila e normalmente o grau médio de
substituicdo (GS) situa-se acima de 0,5 e pode chegar até 0,9. A Figura 2.4 mostra uma

representagao da estrutura quimica da carboximetilcelulose que tem um pKa = 3,0.
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Figura 2.4. Representacao da estrutura quimica da carboximetilcelulose.

2.2 Biomateriais

Biomateriais sdo materiais compostos de uma substancia ou mistura de substancias,
sintéticas ou naturais, que atuam parcial ou totalmente em sistemas biolégicos para tratar,
aumentar, interagir, ou substituir tecidos, 6rgaos, ou outros sistemas bioldgicos (WILLIAMS,
1987). Exemplos de biomateriais incluem proteses, implantes, biossensores, dentre outros.

O desenvolvimento de biomateriais envolve uma multidisciplinaridade das areas de
engenharia, ciéncia dos materiais, biologia, ciéncias médicas, quimica e biotecnologia. Neste
particular, a técnica layer-by-layer tem uma enorme aplicabilidade na producédo de biomateriais
personalizados para fins especificos, desde aplicagbes na area de 6rgaos artificiais como na de
tratamento e diagndstico de diversas doengas e processos biologicos (TANG et al., 2006;
BOUDOWU et al., 2010).

2.3 Técnica de Deposi¢ao Layer-by-Layer (LbL)

A técnica layer-by-layer (LbL), descrita inicialmente por ller (ILER, 1966) e desenvolvida
por Decher (DECHER et al., 1992; DECHER & SCHMITT, 1992; DECHER, 1997), consiste na
deposigao alternada de poliions de cargas opostas em substratos solidos ou coldides e vem
sendo extensivamente estudada, nos ultimos anos, na producédo de estruturas moleculares de
multicomponentes e filmes ultrafinos com nano-arquiteturas especificas. Essa técnica de
deposigao, além de simples e bastante versatil, € de grande potencial por permitir a deposigao
de uma camada molecular de cada vez e, portanto, a formacado de complexos de multicamadas
alternadas de polieletrélitos (PEMs) de polidnions-polications. As estruturas formadas por estas
multicamadas sao normalmente fabricadas pela adsor¢cdo sequencial de polimeros com cargas
opostas, tipicamente em substratos sdlidos, a partir de solugdes diluidas destes componentes.

Ja que o processo envolve a adsor¢cao de polimeros a partir de solugdes, ndo ha, em principio,
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restricdes com respeito a topologia e ao tamanho do substrato utilizado no processo (DECHER,
1997).

A técnica LbL foi inicialmente utilizada na producao de revestimentos de substratos planos
e tem sido estendida para revestir coléides (DONATH et al., 1998; SUKHORUKOV et al., 1998;
MOHWALD, 2000; LEPORATTI et al., 2000; ANTIPOV et al., 2003; SILVANO et al., 2002). Uma
das maiores vantagens da adsorgao LbL & que, por ser feita a partir de solugdes, permite a
incorporacao de uma grande variedade de materiais nas camadas individuais além da obtencé&o
de uma arquitetura definida em fungdo da sequéncia da deposi¢cdo. A técnica LbL permite,
portanto, a obtencdo de um controle rigoroso sobre a composigdo, as propriedades das
multicamadas e, consequentemente, sobre sua funcionalidade (DECHER, 1997). Essa
complexa funcionalidade é dividida por Decher, em duas categorias: 1) a manipulagcao das
interacdes de superficie e 2) a fabricagdo de dispositivos baseados em propriedades de
superficie. Na primeira, estdo incluidas as produgdes de superficies anti-corrosivas, anti-
refletivas, anti-estaticas, ndo aderentes, indutoras de nucleacao, hidrofilicas ou hidrofébicas,
biocompativeis, com propriedades antibacterianas, com propriedades de reconhecimento
molecular, de sensibilidade quimica ou com bio-sensibilidade, com propriedades de controle de
fluxo, etc. (DECHER & SCHLENOFF, 2002). Na segunda categoria, a sequéncia da deposi¢cao
dos diversos materiais define a arquitetura do filme de multicamadas e, consequentemente, do
dispositivo fabricado. Neste processo de self~-assembly (auto-montagem), esta fabricacdo de
dispositivos pode ser denominada de montagem programada, ou controlada, ou direcionada.
Isso é muito importante do ponto de visto da engenharia, onde se podem controlar os arranjos,
principalmente unidimensionais, e a funcionalidade de nanocompdsitos formados pelas
multicamadas. Exemplos de tais nanocompésitos incluem reatores de membrana (CHIA et al.,
2008, MECKING & THOMANN, 2000), dispositivos fotbnicos de LED (light emitting diodes)
(FOU et al., 1996; WU et al., 1999; MATTOUSSI, et al., 2000; SRIVASTAVA & KOTOV, 2008)
e filmes ultra-finos compartimentalizados com barreiras de camadas ou membranas de
separagdo (DAI et al., 2001; KRASEMANN et al., 2001; FARHAT & SCHLENOFF, 2001),
eletrodos para células de combustivel (MICHEL et al., 2007), nanotubos de polieletrélitos (CHIA
et al., 2009, LEE et al., 2007; TAN & DESAI 2004; MITCHELL et al., 2002), dentre outros
(DECHER & SCHLENOFF, 2002).

2.4 Técnica LbL de Produgao de PEMs
A fabricacao de filmes multicamadas pelo processo LbL consiste na obtengdo de um

dispositivo nanoscoépico unico, constituido por materiais escolhidos entre muitos materiais
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diferentes, utilizando uma técnica de baixo custo e sem danos ao meio ambiente. Os materiais
utilizados nas multicamadas podem ser moléculas organicas, compostos inorganicos, coldides,
células e biomacromoléculas como proteinas, enzimas ou DNA. A técnica pode ser aplicada a
superficies de diferentes formatos e tipos e resistentes a solventes, tais como microcapsulas,
coldides ou células bioldgicas (DECHER & SCHLENOFF, 2002).

A fabricacdo de um filme em um substrato, com a imersdo em béqueres comuns pode ser
realizada manual ou automaticamente (Figura 2.5A). A representacao da adsorcdo alternada
para a formagdo do filme com multicamadas, no nivel molecular (Figura 2.5B), mostra um
substrato com carga positiva adsorvendo um poliénion e um polication consecutivamente. As
etapas 1 e 3 representam a adsorgao de polidnions e polications, respectivamente. As etapas 2
e 4 representam lavagens. As quatro etapas representam a sequéncia de formacéo de filmes
com a mais simples arquitetura (A/B),, (polimeros A e B depositados alternadamente, sendo n o
namero de camadas). A producgéo de filmes mais complexos requer somente mais béqueres e
uma nova sequéncia de adsor¢cdo. Na figura, os contra-ions foram omitidos e a estequiometria
dos grupos carregados entre poliions, e entre o substrato e polianions, é arbitrario (DECHER,
1997).
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Figura 2.5. (A) Idealizagéo do processo de formagao do filme de multicamadas. (B) Imagens moleculares
simplificadas das duas primeiras etapas de adsorgcdo, mostrando a deposicdo do filme a partir de um
substrato de carga positiva (adaptado de DECHER, 1997).
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A deposicado LbL envolve a adsor¢do de uma unica espécie de composto para cada
etapa de adsorcao, produzindo, por adsorgdes sucessivas, um filme de multicamadas com uma
sequéncia de camadas muito bem definida (DECHER & SCHLENOFF, 2002).

A maior parte dos filmes de multicamadas tem sido produzida utilizando principalmente a
atracdo eletrostatica como forga motriz para a adsor¢cdo e subsequente montagem das
multicamadas. Entretanto, estudos tém demonstrado a possibilidade de utilizar outras
interacbes para se obter a deposicdo de multicamadas. Estas interagdes podem incluir, por
exemplo: ligagdes de hidrogénio (STOCKTON & RUBNER, 1997; CLARK & HAMMOND, 2000,
SUCH et al., 2011), ligagbes covalentes (YAN et al., 1999; HUCK et al., 2000), interagbes do
tipo acido-base de Lewis (SHIMAZAKI et al., 2001), ou de reconhecimento especificos, entre a
biotina e a estreptavidina (CASSIER et al., 1998).

No processo LbL, a estrutura de cada camada depende de um conjunto de parametros
que devem ser controlados, tais como: concentragdo das solugdes e de seus constituintes,
tempos de adsorcdo, tempos de lavagens, umidade relativa do ar, forga ibnica, pH,
temperatura, tipos de agitacdo durante a adsorcdo e lavagem, velocidade de imersdo, entre
outros (DECHER & SCHLENOFF, 2002). Nos trabalhos publicados, o processo de deposi¢cao
LbL tem sido, usualmente, realizado a temperatura ambiente.

Ja que os filmes de PEMs sao produzidos pelas deposicbes alternadas e consecutivas
de polidnions e polications, apds algumas camadas, a estrutura e as propriedades de cada
camada sdo governadas pela escolha do par de polieletrdlitos e pelas condicdes de deposigao,
isto €, com o aumento de camadas a influéncia do substrato utilizado para a deposicao é
reduzida (DECHER, 1997). O estudo destes compostos certamente contribui para indicar
escolhas de biopolimeros para a producao de filmes de multicamadas de interesse tecnolégico.

Com respeito a categoria dos polieletrélitos, PEMs podem ser fabricadas a partir de
polieletrélitos (acidos ou bases) fortes, fracos ou uma combinagao destes. Ao contrario do que
ocorre com multicamadas formadas a partir de polieletrélitos fortes, as PEMs de polieletrélitos
fracos permitem que a densidade de cargas, ao longo da sua cadeia polimérica, seja mais
facilmente controlada a partir do ajuste do pH das solugdes de polieletrédlitos (acidos ou bases)
fracos. O grupo do Prof. Michael Rubner, do MIT (SHIRATORI & RUBNER, 2000), demonstrou
que para o caso de polieletrolitos de acidos e bases fracos, a espessura das camadas pode ser
precisamente controlada ajustando o pH. Com isso, é possivel se obter um maior controle das
propriedades fisicas da estrutura polimérica, além da espessura, tais como: conformacéo,
densidade de carga linear e grau das ligagdes ibnicas inter-cadeias - todas de importancia para

a formacao das PEMs e de suas interagdes com o meio onde estiverem inseridos.
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Outro trabalho do grupo do Prof. Michael Rubner (MENDELSOHN et al., 2000), mostrou
que apos a producao das PEMs, uma subsequente imersdo em solugbes acidas, produz filmes
de multicamadas com estrutura microporosa. Descobriram também que os filmes microporosos
poderiam sofrer uma segunda reorganizagédo na sua estrutura, uma vez imersos em agua pura,
resultando em uma morfologia de poros mais bem definida.

A variagédo do pH pode ser utilizada para agir sobre a funcionalidade, tanto da superficie
como das estruturas internas dos filmes multicamadas. Isto permite a preparagdo de
nanocompasitos inorganicos de filmes finos e moldes para um chapeamento de metal, sem a
necessidade de se utilizar forgas elétricas (electroless metal plating). Com isso, o grupo de
Rubner (JOLY et al., 2000) conseguiu produzir nanoreatores para nanoparticulas da prata (Ag)
e do semicondutor sulfeto de chumbo (PbS).

A variagcao da forga idnica, conseguida através da concentragao de sal, € um parametro
que permite o controle da espessura das camadas individuais. Em estudos realizados por
Decher e Schmitt, (DECHER & SCHMITT, 1992) verificou-se que o aumento da concentragéo
de sal, dentro de certos limites, aumenta a espessura do filme de forma precisa. Quando filmes
de multicamadas compostos de polieletrdlitos s&o imersos sequencialmente em solugdes de sal
e de agua pura, ocorrera um mecanismo de abrir e fechar as pontes salina entre os ions
positiva ou negativamente carregados pertencentes, respectivamente, as cadeias poliméricas
dos polianions e polications (DUBAS & SCHLENOFF, 2001). E como se as multicamadas
sofressem um processo de inchaco e desinchaco, produzindo um efeito similar ao de
recozimento (annealing). Quando o sal é difundido para dentro do filme, parte das ligacdes
ibnicas entre as cadeias podem se abrir. Com a remogao do sal difundido para fora do filme,
estas ligacdes se fecham. Esse processo de fechamento pode ocorrer entre diferentes pares de
contra-ions em um processo de ligacdo mais favoravel das cadeias poliibnicas e, assim,
estabelecendo uma estrutura mais equilibrada (DECHER & SCHLENOFF, 2002). Em um
trabalho do grupo de Schlenoff (DUBAS & SCHLENOFF, 2001), multicamadas de polieletrdlitos
foram “alisadas” com a utilizagao do procedimento mencionado acima.

Em estudos de sistemas ternarios de PEMs, o grupo de Rubner (LEE et al., 2005)
demonstrou que multicamadas de polieletrélitos, modificadas com a incorporagdo de

nanoparticulas de prata (Ag), adquiriam propriedades antibacterianas.

2.5 Modelos da Formacgao de Multicamadas de Polieletrélitos
No processo de formagédo de multicamadas com polieletrélitos, varios fatores (interagdes

quimicas e fisicas) sao responsaveis por este processo complexo (VON KLITZING, 2006). As
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forgas motrizes responsaveis pelo crescimento das PEMs podem ser de natureza eletrostatica,
assim como nao eletrostatica, como interagdes hidrofébicas, ligacdo de hidrogénio, forgas de
van der Waals, e ligagdes covalentes (BOUDOU et al., 2010). Na hip6tese de que a interagao
eletrostatica é a principal forca motriz, a primeira camada é obtida pela adsor¢cdo do
polieletrélito na superficie com carga oposta. A carga de polieletrélito adsorvido é suficiente
para inverter a carga da superficie, observados em experimentos de potencial zeta (CARUSO
et al., 1998). Cada camada subsequente se liga a camada anterior, previamente depositada,
possibilitando a formagéo de um complexo de polieletrélitos. E importante destacar que existe a
interagdo entre a ultima camada depositada e as camadas mais internas, gerando assim,
multicamadas interpenetradas. Utilizando-se o modelo tedrico Debye-Huckel, para descrever
esta complexacdo, pode-se obter a quantidade adsorvida (a absorbancia) por camada, e a
espessura das camadas (CASTELNOVO & JOANNY, 2000).

A adsorcao e a remocgao de polieletrélitos em superficies vém sendo extensivamente
pesquisadas utilizando-se solugdes analiticas e numéricas das equacdes nao lineares de
campo médio, consideracbes de escalonamento, modelos discretos de redes cristalinas de
camadas de multi-Stern, e simulagbes computacionais (SHAFIR et al., 2003; CARRILLO &
DOBRYNIN, 2007). Modelos tedricos para a formagdo de multicamadas de polieletrélitos,
também tém sido estudados em diversos trabalhos (JOANNY, 1999; CASTELNOVO &
JOANNY, 2000; PARK et al., 2002; MESSINA, 2004; PATEL et al., 2005). Nos estudos citados,
sugeriu-se que a inversao de carga de superficie com a adsor¢cdo de polieletrélitos ocorre
devido as seguintes condic¢des: (i) concentracdo de sal suficientemente alta, (ii) condi¢cdoes de
solvente O, (iii) interacbes de curta distancia fracas, entre a superficie e as multicamadas de
polieletrélitos (JOANNY, 1999; CASTELNOVO & JOANNY, 2000). A inversdo de cargas e a
complexagéo de polidnions e polications, foram utilizadas para modelar a formagdo das PEMs
(CASTELNOVO & JOANNY, 2000). A descricao tedrica para a sobre-compensacao de cargas
tem evoluido consideravelmente. Dependendo da natureza quimica dos poliions e/ou coldides,
utilizados no processo de deposicdo, a importancia da contribuigcdo eletrostatica pode variar, e
outras interacbes como as de ligagbes de hidrogénio, van der Waals, ou transferéncia de
cargas, também podem influenciar nas caracteristicas finais das PEMs (DECHER, 1997; VON
KLITZING, 2006).

Estudos recentes discutem a importdncia do ganho de entropia global, pelo sistema,
como resultado da liberacdo de contraions, quando polidnions e polications interagem, e
apontam este como sendo o fator mais importante para a formagdo das multicamadas

(LAUGEL et al., 2006). Os contraions - presentes em terminais carregados dos polimeros em
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solucdo - sao liberados quando os polieletrdlitos sdo adsorvidos pelo substrato ou polimero de
carga oposta, aumentando assim, a entropia do sistema. Além disso, ha um ganho de entropia
pela reestruturagdo das moléculas de agua ao redor das cargas durante as interacdes entre
polications/polidnions e pelas mudangas na conformacéao estrutural dos polieletrélitos durante a
formacado de PEMs. A avaliagdo da contribuicdo da entalpia para a formacdo de PEMs é
bastante complexa, onde interagbes entre carga/carga, carga/agua e estrutura da agua, estao
presentes. Laugel et al. argumentaram que quando o processo de complexacdo entre um
polication/polianion é exotérmico (AH negativo), mudangas na entalpia e a entropia do sistema
favorecem a complexacdo “forte” das PEMs - como é o caso de filmes que crescem
linearmente. Para processos endotérmicos (AH positivo) da complexacao polication/polianion, a
entalpia e a entropia podem ter contribuicdes opostas no processo de complexagao, resultando
em um complexo “fraco” — como € o caso de filmes que crescem exponencialmente (LAUGEL
et al., 2006).

Apesar dos varios estudos realizados, o entendimento do processo, pelo qual as
estruturas das multicamadas de polieletrélitos realmente sdo formadas no nivel nanomolecular

e termodinamico, ainda n&o esta claro.

2.6 Modelos de Zonas para as Multicamadas de Polieletrolitos

O filme de multicamadas composto por dois polieletrélitos simples, um aniénico e outro
catibnico, pode ser dividido em trés zonas (LANDAM et al., 2000). A zona | € composta por uma
ou algumas camadas de polieletrélitos, préximas ao substrato, o qual pode influenciar a
multicamada. A zona Il é o meio continuo (bulk) do filme, distante da possivel influéncia de
interfaces. A zona Il é constituida por uma ou algumas camadas de polieletrélitos préximas a
superficie mais externa do filme. Aqui, a multicamada é influenciada pela superficie em contato
com o ar ou com a solugdo do meio de hidratagdo. (DECHER & SCHLENOFF, 2002).

Zona lll
Zona ll

—_ Zonal

— Substrato

Figura 2.6. Desenho esquematico do modelo de zonas para multicamadas de polieletrélitos.
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2.7 LbL com Quitosana e Acido Hialurénico

PEMs de quitosana e acido hialurénico podem ser sequencialmente depositadas com a
técnica de LbL, formando filmes que apresentam biocompatibilidade e biodegrabilidade. A
Figura 2.7 mostra uma representagdo esquematica da ligagdo ibnica entre estes polimeros,
dependente dos pHs das solugdes dos polieletrolitos utilizados (durante) no processo de
formacdo das PEMs. E importante ter conhecimento do pKa e do pKb dos polieletrélitos (neste
caso, CHI pKb = 6,0, HA pKa = 2,9) (DENUZIERE et al., 1996; RINAUDO et al., 1999; LACPIK
et al.,, 1998; CLELAND et al., 1982), para um melhor entendimento da participacdo das cargas

de ambos no processo LbL.
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Figura 2.7. Representacdo esquematica das interagdes ibnicas entre a quitosana (CHI) e o acido
hialurénico (HA): (A) pH 3,0 ; (B) pH 5,0.

Existem diversos trabalhos que tratam do estudo e da producdo de PEMs compostos
por quitosana e acido hialurénico. Filmes multicamadas compostos de quitosana e &cido
hialurénico tem sido estudados visando varias aplicagdes biotecnoldgicas. Alguns destes
estudos utilizaram PEMs de HA/CHI para a encapsulagédo de células (HILLBERG et al., 2006),
enquanto outros avaliaram o comportamento de ades&o de ceélulas aderentes - como os
osteoblastos e fibroblastos - na superficie destes filmes (RICHERT et al., 2002, 2004 A, B;
THIERRY et al., 2003; CROLL et al., 2006; SCHNEIDER et al., 2007 A,B,C; CHUA et al., 2008).

Como exemplo, Richert et al. demonstraram que filmes multicamadas de HA/CHI resistem a
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adesdo de condrdcitos, que sdo células presentes no tecido cartilaginoso (RICHERT et al.,
2004 A).

Outros estudos importantes para o desenvolvimento de biomateriais biocompativeis
incluem a investigagdo da adesdo de proteinas em multicamadas de CHI/HA. Croll et al.
observaram que substratos de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) recobertos com PEMs de
CHI/HA sao altamente resistentes contra a adesao nao- especifica de proteinas (fibronectina
humana e albumina de soro bovino). Esse estudo mostrou que as PEMs de CHI/HA, que
contém grupos funcionais amino e de acido carboxilico, podem ser funcionalizadas com
biomoléculas, como o colageno |V, para aplicagbes especificas de engenharia tecidual —
reconhecimento de superficie e adesao eficiente por fibroblastos. A propriedade de resistir a
adesdo de proteinas é especialmente importante para aplicagdo de engenharia tecidual e
implantes, ja que a adesdo de proteinas podem resultar a respostas imunolégicas e
inflamagdes (CROLL et al., 2006).

Filmes multicamadas de CHI/HA tem sido utilizados como recobrimentos de préteses
dentarias e incorporagao e liberagao controlada de farmacos, em ensaios in vitro e in vivo.
Estudos demonstraram que a reticulagdo dos filmes de CHI/HA aumentou a resisténcia a
degradacgao de enzimas (lisozima e amilase) encontradas na saliva (ETIENNE et al., 2005).

Bongaerts et al. demonstraram que PEMs de CHI/HA apresentam superficies que
podem significativamente resistir a adesdo de proteinas presentes na saliva humana
(BONGAERTS et al., 2009). Substratos de poli(dimetilsiloxano) (PDMS) recobertos com PEMs
de CHI/HA, com duas ou cinco bicamadas, ambos, adsorveram ~4x menos proteinas presentes
na saliva, em comparagdo com substratos sem o recobrimento. Esta diminuicdo da ades&o de
proteinas foi atribuida ao alto grau de hidratagdo da ultima camada no filme de PEMs de HA.
Os autores também destacaram que a dessorgao das proteinas foi mais facil obtida para PEMs
com cinco bicamadas em comparagdo com PEMs com somente duas bicamadas de CHI/HA
(BONGAERTS et al., 2009).

Liu et al. descreveram a utilizacdo de multicamadas de CHI/HA - recobrindo substratos
de polietileno tereftalato (PET) - para a imobilizagcdo da enzima tripsina e subsequente
identificacdo das proteinas mioglobina, citocromo c, e albumina de soro bovino (LIU et al.,
2006). Esse procedimento oferece grande potencial para analises de proteinas com baixos
volumes de amostra e também fornece um método simples para aumentar a estabilidade e reter
as atividades cataliticas de enzimas, quando imobilizadas em uma superficie biocompativel, em

comparagao com outros métodos que utilizam enzimas dispersas em solugéo (LIU et al., 2006).
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Lu e Hu investigaram, em um estudo similar, a incorporag&o da mioglobina em multicamadas de
CHI/HA para realizar estudos eletroquimicos de proteinas (LU & HU, 2006).

Outros estudos descrevem os efeitos de estratégias diferentes de preparagdo (FENG et
al., 2005, KIM et al., 2004 B), da massa molecular (KUJAWA et al., 2005), da adicdo de
polieletrélitos sintéticos (SALOMAKI & KANKARE, 2009) e da utilizagdo de quitosana
modificada com fosforilcolina (KUJAWA et al., 2007) na construgdo e propriedades finais de
PEMs de CHI e HA.

2.8 LbL com Quitosana e Alginato de Sédio

Quando o alginato de sédio e a quitosana s&o sequencialmente depositados com a
técnica de LbL, a quitosana - devido as suas caracteristicas catiénicas - se complexa com as
cargas opostas das moléculas do alginato, formando PEMs que apresentam boa estabilidade
mecanica e biodegrabilidade (YANG et al., 2007). Dependendo dos pHs das solugdes de
polieletrélitos utilizados no processo de formacdo das PEMs, pode-se controlar o nivel das
ligacbes entre as cargas opostas, como por exemplo, da quitosana e do alginato, como mostra

a Figura 2.8, disponibilizando diferentes grupos funcionais para reagdes posteriores.

ALG
COOH
ALG COOH
\/\/\I/ GOOH
€00 - COO - CoO - coo- COO-  COO-
pH = 2,0 pH = 5,4
+MHAa +MNH3 +MHAa +MH3 +MNH3 +NH3

(A) (B)

Figura 2.8. Representacédo esquematica das interagdes idbnicas entre a quitosana e o alginato: (A) pH 2,0
; (B) pH 5,4 (adaptado de KUMAR, 2000).

Esta caracteristica pode ser explorada para formar PEMs com diferentes propriedades,
referentes a espessura e rigidez, por exemplo.

Estudos envolvendo a utilizagdo da técnica LbL para a producao de filmes de PEMs de
quitosana e alginato de sédio prometem ser muito promissores em pesquisas futuras. Um dos

primeiros grupos a estudar estas PEMs foi o de Lajimi et al. (LAJIMI et al., 2004), onde se
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pesquisou a deposicdo LbL de quitosana e alginato de s6dio em membranas de acetato de
celulose (AC) a serem utilizadas em nanofiltragdo. A influéncia das estruturas de superficies
ultrafinas, das multicamadas de CHI/ALG, no desempenho quanto a permeabilidade das
membranas (fluxo de agua e rejeicdo de ions), foi estudada para PEMs com diferente nimero
de pares de polieletrolitos adsorvidos. Estudos de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e
medidas de permeabilidade mostraram que a permeabilidade hidraulica foi levemente afetada
pelas multicamadas (LAJIMI et al., 2004).

Em um estudo de liberagdo de farmacos, o grupo de Ye (YE et al., 2005 A) utilizou a
técnica LbL, com quitosana e alginato de sddio, para revestir e encapsular micro-cristais do
farmaco indometacina (IDM), que age como um antiinflamatério. O encapsulamento teve como
objetivo melhorar a forma de administracdo da indometacina. Nesse trabalho verificou-se que a
taxa de liberagao do farmaco nao se alterou em fungao da concentracdo de NaCl, porém com o
aumento da temperatura, do meio contendo o farmaco encapsulado pelo fiime, o processo de
liberacao do farmaco foi acelerado. Este estudo mostra um método simples e novo para
controlar a permeabilidade dos filmes de multicamadas construidos com a técnica de LbL (YE
et al., 2005 A).

O mesmo grupo de Ye (YE et al., 2005 B) produziu PEMs de quitosana e alginato em
substratos de nanoparticulas de poliestireno (PS) com didmetros de aproximadamente 180 nm,
com a subsequente remogdo do substrato, que foi entdo dissolvido utilizando-se
tetrahidrofurano (THF). O pH e a concentracdo de sal das solugdes de polieletrélitos foram
otimizados para assegurar a deposicao alternada. O hidrocloreto de acridina (hiAc), (reagente
quimico hidrofilico usado como modelo de um farmaco), foi utilizado para testar as propriedades
de carregamento e liberagdo das nanocapsulas. Observou-se que o hidrocloreto de acridina se
depositou espontaneamente dentro das capsulas devido a sua interacdo eletrostatica com os
residuos de estireno sulfonado, negativamente carregados, do substrato PS dentro das
capsulas. Com a reticulagdo das paredes das capsulas com glutaraldeido, a taxa de liberagéo
do hA se tornou um pouco mais lenta. Esses resultados também demonstraram que polimeros
naturais tém grande potencial como sistemas de liberagédo de farmacos (YE et al., 2005 B).

Estudos realizados por TAO et al., demonstraram que microcapsulas compostas de
alginato e quitosana produzidas pela técnica LbL foram capazes de encapsular eficientemente o
farmaco anticancerigeno doxorrubicina, sem a adicdo de outros reagentes. Estas capsulas
foram produzidas utilizando-se substratos de melamina-formaldeido, com a subsequente
remocgdo deste material através de sua dissolugdo em HCI. Ainda neste trabalho, verificou-se

que a taxa de liberacdo do farmaco depende do numero de camadas produzidas sobre o
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substrato. Os resultados de ensaios colorimétricos de viabilidade celular demonstraram que a
doxorubicina encapsulada foi mais eficiente na destruicdo de células cancerigenas do que a
doxorubicina na sua forma livre (TAO et al., 2007).

Nanotubos biodegradaveis foram produzidos por Yang et al. através da técnica LbL com
adsorcao alternada de quitosana e alginato em poros internos de substratos de policarbonato,
com a subsequente remocgdo do substrato. Segundo os autores, os biomateriais naturais se
mostraram viaveis para a confecgcdo destes nanotubos de fiimes finos. A espessura dos
nanotubos pbéde ser controlada pelo numero de camadas adsorvidas. Analises com microscopia
de forca atbmica confirmaram a biodegrabilidade dos nanotubos quando imersos em uma
solucdo contendo pancreatina. Os resultados de viabilidade celular comprovaram também que
os nanotubos de quitosana/alginato apresentam baixa citotoxicidade (YANG et al., 2007).

Outro grupo (HILLBERG et al., 2006), encapsularam células de E. coli com
multicamadas alternadas de polieletrdlitos catibnicos e aniénicos, utilizando a técnica LbL. Além
da quitosana e do alginato, o acido hialurénico e oligonucleotideos foram utilizados. Medidas de
potencial zeta para as multicamadas de quitosana/alginato e quitosana/acido hialurénico
indicaram que a deposigao alternada de camadas foi realizada com sucesso, com a esperada
alternancia de carga da superficie. A adsor¢gdo de camadas foi confirmada com microscopia de
fluorescéncia. O grupo também desenvolveu um protocolo novo para a preparacdo das
amostras, o que possibilitou analisar, na faixa nanométrica, as multicamadas na superficie
externa das células, através da microscopia eletrénica de transmissao. Os autores observaram
que foi possivel crescer uma segunda geracao de células a partir das células encapsuladas da
primeira geracdo, demonstrando que a atividade celular ndo foi afetada com a presenca das
multicamadas de polieletrélitos (HILLBERG et al., 2006).

Wu e colaboradores (WU et al., 2009) utilizaram PEMs de quitosana e alginato para a
encapsulacdo de células estromais da medula 6ssea e recobrimento de superficies de titanio.
Estes complexos PEMs-células apresentam grande potencial para aplicacbes de implantes

dentarios e de juntas e articulagdes na area de engenharia tecidual.

2.9 LbL com Quitosana e Carboximetilcelulose

PEMs de quitosana e carboximetilcelulose tem sido pouco estudadas (VENANZI et al.,
2008, HABERSKA & RUZGAS, 2009). Recentemente, Haberska e Ruzgas publicaram um
trabalho no qual no qual PEMs de CHI/CMC foram estudadas através de elipsometria in situ e
medidas eletroquimicas. Estes filmes, como os de CHI/ALG e ALG/CHI, tém grande potencial

para recobrimento e producéo de dispositivos nanoestruturados biocompativeis.
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2.10 Estudos de LbL com outros Biopolimeros

Além dos trabalhos acima referidos, existem outros trabalhos que avaliam PEMs de
quitosana ou de alginato associadas a outros materiais interessantes, e que apresentaram
resultados promissores. Entre estes, podemos destacar o trabalho de Wilson (WILSON et al.,
2007) na utilizagao de PEMs de poli-L-lisina e alginato para o recobrimento efetivo de implantes
com testes in vivo. Estes filmes de multicamadas mimetizam membranas e propiciam uma nova
forma de produzir recobrimentos robustos, biocompativeis, e bioquimicamente heterogéneos,
para implantes.

Outros estudos tem ainda demonstrado que PEMs de alginato e poli-L-lisina,
depositadas sobre superficies — tais como a do colageno - que sdo, normalmente, altamente
susceptiveis a aderéncia de células, as transformam em superficies bioinertes, evitando assim,
a adesdo de células e proteinas (ELBERT et al., 1999).

PEMs de quitosana e gelatina foram produzidas para melhorar a biocompatibilidade de
superficies de filmes de titdnio com células (osteoblastos) em um estudo realizado por Cai et al.
(CAIl et al., 2005). Os resultados mostraram que as superficies modificadas melhoraram a sua
biocompatibilidade. Em um estudo posterior, Cai et al. (CAl et al., 2007) estudaram filmes
nanoestruturados de quitosana e fibroina de seda para recobrir superficies de titanio e

aumentar a adesao de osteoblastos na nova superficie funcionalizada com estes biopolimeros.

2.11 Aplicagdes de PEMs na Area Biomédica

Complexos de polieletrdlitos sdo, em geral, biomateriais poliméricos, contendo
biomacromoléculas (enzimas, DNA, RNA) e nanoparticulas, que vem sendo utilizados em
diversas aplicagdes médicas. PEMs sao utilizadas para a funcionalizacdo de superficies,
recobrimento de préteses, modificacdo e funcionalizagdo de células, construgcdo de
nanobioreatores, e obtengdo de estruturas complexas para diagnosticos e tratamentos de
diversas doencas. Testes in vifro e in vivo tem demonstrado a enorme aplicabilidade e
potencialidade de PEMs nas areas de medicina, engenharia quimica, biologia, engenharia
tecidual, farmacéutica, ciéncia de materiais, dentre outras (Al et al., 2003; BOUDOU et al.,
2010).

A maior parte das pesquisas sobre PEMs tem sido realizada principalmente com a
utilizagdo de polimeros sintéticos (DURSTOCK & RUBNER, 2001; WANG et al., 2002; ZHENG
et al., 2004; BERG et al.,, 2004; CEBECI et al., 2006; LITCHER et al., 2009) entretanto, o

presente trabalho utiliza polimeros naturais para a produgdo de PEMs, tendo em vista o
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interesse no estudo da interacdo destas PEMs com células, incluindo linfécitos e bactérias,

além de outras biomacromoléculas.

2.11.1 Aplicagoes de PEMs envolvendo células

Problemas envolvendo células tem recebido atengdo no &mbito da aplicabilidade de
PEMs, seja no que diz respeito a encapsulagdo destas com as PEMSs, ou as suas interacdes
com as superficies das PEMs.

A encapsulagdo de células, com nanocapsulas poliméricas, tem recebido muita atengao
devido a sua grande aplicabilidade nas areas de biotecnologia, ecologia, e medicina. Células
encapsuladas com revestimentos poliméricos biocompativeis tem grande potencial para
tratamentos clinicos (ou terapias clinicas). Estudos demonstram que estas podem ser
encapsuladas pela técnica layer-by-layer (DECHER, 1997; DIASPRO et al. 2002; SVALDO-
LANERO et al., 2006; HILLBERG et al, 2006). As células encapsuladas podem ser
imobilizadas em substratos microestruturados (KROL et al., 2005), o que é um passo crucial
para a produgcdo de biosensores de células com aplicagdes que vao desde a area
farmacoldgica até as areas de biologia celular e toxicologia (SVALDO-LANERO et al., 2007).

De modo geral, a encapsulagao polimérica tem a finalidade de conferir propriedades
fisico-quimicas a superficie das células sem prejudicar a viabilidade celular. Portanto, é
extremamente importante investigar os efeitos do recobrimento das células por PEMs no que
diz respeito a preservacdo das mesmas. (SVALDO-LANERO et al., 2007). Ja que as
propriedades das multicamadas de polieletrélitos podem ser ajustadas através de um controle
fino do protocolo de deposi¢cao (escolha de polieletrdlitos, numero de camadas, forga ibnica,
temperatura, e pH) é de grande potencial, a investigagao das propriedades do recobrimento no
sistema hibrido.

Alguns dos aspectos tratados nos trabalhos referidos acima sdo aqui resumidos. Células
de levedura encapsuladas com 4 camadas poliméricas se mantiveram vivas e com capacidade
de replicacado (DIASPRO et al., 2002). Outros estudos mostram que a encapsulagdo com o
sistema hibrido de célula/multicamadas de polieletrdlitos aumenta a rigidez da célula em
comparagdo com aquela observada na célula sem recobrimento (SVALDO-LANERO et al.,
2006). A insercao de uma célula viva no sistema composto com PEMs aumenta o numero de
parametros necessarios na interpretagdo dos resultados da caracterizagao biofisica do sistema
hibrido. Estudos extensivos de capsulas de polieletrdlitos obtidas através da deposicédo layer-
by-layer em substratos nado-vivos, com a subsequente remocdo do substrato de sacrificio,

mostraram um aumento da rigidez e um decréscimo da permeabilidade da célula em
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consequéncia do aumento do nimero de camadas depositadas. E interessante entender como
o uso de uma parte central viva da célula pode influir nesse resultado e até que ponto a célula
pode afetar as propriedades do recobrimento (SVALDO-LANERO et al., 2007).

Svaldo-Lanero et al. (SVALDO-LANERO et al., 2007) investigaram a morfologia e as
propriedades mecéanicas de células de levedura (Saccharomyses cerevisiae) encapsuladas
utilizando-se a técnica de microscopia de forga atémica (AFM). Células vivas individuais foram
recobertas com deposicdo alternada de camadas de polieletrélitos com cargas opostas, a
polialilamina hidroclorada (PAH) e o poli(estireno sulfonato) de sédio (SPS), respectivamente.
As propriedades das células encapsuladas, com diferentes numeros de camadas de
polieletrélitos, e a partir de solugdes de polieletrélitos com diferentes forgas i6nicas, foram
investigadas. As imagens de AFM indicam um aumento na estabilidade do recobrimento com
polieletrélitos, quando a forga ibnica das solugdes é reduzida. Uma avaliagdo da viabilidade das
células encapsuladas foi realizada com medidas de microscopia confocal de varredura a laser
(CLSM). A anélise de CLSM indica que as células preservam sua estrutura sub-celular e sua
capacidade de duplicagédo apds a encapsulagédo. (SVALDO-LANERO et al., 2007).

O trabalho de Schneider (SCHNEIDER et al., 2007 C) utilizou a técnica LbL para
pesquisar PEMs de quitosana e acido hialurénico, onde foi estudado o efeito da reticulagao
quimica das PEMs nas propriedades fisico-quimicas das multicamadas e na capacidade destas
de adesao celular. Os filmes de quitosana e acido hialurénico foram reticulados utilizando
carbodiimida (N=C=N) dissolvida em agua. A rugosidade, espessura e dureza das PEMs foram
avaliadas, e os autores concluiram que a reticulagdo aumenta apenas a dureza e a rugosidade.
Os filmes reticulados também se mostraram mais resistentes a degradacdo enzimatica pela
hialuronidase. Outra conclusdo interessante se refere ao efeito favoravel que o aumento da
dureza dos filmes teve para promover a adesao de células de condrosarcoma. Mais uma vez,
ficou demonstrado que as PEMs sao apropriadas para varias aplicacbes devido a suas
propriedades de adesdo e estabilidade mecanica, incluindo a estabilidade em meios
enzimaticos (SCHNEIDER et al., 2007 C).

2.11.2 Aplicagdes de PEMs envolvendo células do sistema imunolégico

Estratégias para imobilizar células ndo-aderentes do sistema imunolégico em superficies
sdo de grande interesse para estudos imunolégicos fundamentais, producéo de biossensores a
base de células e aplicagbes de engenharia do sistema imune. Poucos métodos de
imobilizagao de células do sistema imune tém sido descritos na literatura (KIM et al., 2004 A;

KIM et al., 2006). Kim e colaboradores apresentaram um método nao-litografico para se obter
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padroes de células B utilizando uma padronizagdo microscépica de polimeros sintéticos e
utilizando interagdes especificas com anticorpos ou biotina-estreptavidina para a adesao das
células B (KIM et al., 2004 A). A estreptavidina € uma proteina com altissima afinidade pela
biotina (vitamina B7) — em contato, as duas formam uma das ligacdes mais fortes (ndo
covalentes) na natureza. Esse método de imobilizagao foi estendido em um trabalho posterior
onde micropogos de hidrogel padronizados, funcionalizados com anticorpos, foram fabricados
para imobilizar células T para a detecgéo sensivel de fragmentos de peptideos e monitoramento
de interacdes entre as células de linfécitos B e T (KIM et al., 2006).

Linfécitos B sdo células do sistema imunolégico adaptativo que tem evoluido para
identificar agentes patogénicos muito eficientemente. Elas sdo, devido as suas habilidades de
deteccao, candidatas excepcionais para a fabricacdo de biossensores baseados em células
para aplicagdes em diagndsticos de doencgas infecciosas, em engenharia do sistema imune,
onde podem ser utilizados para localizar e alcangar tecidos doentes e infectados (RIDER et al.,
2003). Resultados prévios tem mostrado uma aplicacdo especifica das multicamadas de
polieletrélitos (PEMs) de biopolimeros, onde células B e T foram funcionalizadas com patches
(a base de filmes de PEMSs) celulares (SWISTON et al, 2008). A adesédo destes patches
envolveu a interagdo do linfocito com o acido hialurénico que foi depositado como ultima
camada externa, da montagem do filme multicamadas. A interagdo foi mediada pelo receptor
celular de superficie, CD44, encontrado no linfécito propriamente dito e em varios tipos de
células do sistema imunoldgico (UNDERHILL, 1992). O CD44 é uma glicoproteina, que tem trés
dominios fisicos com fungdes especificas, incluindo: o dominio citoplasmatico, o qual é
responsavel pela interagdo com o citoesqueleto; o dominio central, o qual é responsavel pelo
direcionamento de linfécitos; e o dominio com terminal amino, que se liga ao HA. Este dominio
do CD44, contendo o terminal amino, reconhece e se liga a uma sequéncia de seis unidades de
repeticdo da cadeia polimérica do HA. A interagao entre o HA e o receptor CD44 é mais intensa
em condi¢gbes de pH neutro, e 0 aumento da forca idnica do meio aumenta significativamente a
adesdo do HA, provavelmente devido a neutralizagdo da repulsao entre o HA e o CD44 — os

dois apresentam alta carga negativa (UNDERHILL, 1992).

2.11.3 Aplicagoes de PEMs envolvendo bactérias

O procedimento layer-by-layer tem sido também utilizado para aplicagbes biolégicas na
preparacao de superficies antibacterianas. Tendo em vista que a adesdo bacteriana em
superficies - através de forgas de van der Waals relativamente fracas e reversiveis, ligagdes

eletrostéaticas e hidrofdbicas - é considerada o inicio do processo de infec¢do bacteriana (OFEK
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et al., 2003), muitos estudos deram destaque ao desenvolvimento de superficies que possam
inibir a adesdo de bactérias. As bactérias que conseguem se manter aderidas a superficie
formam ligagcbes estaveis com a superficie via ligantes especificos, tais como fimbrias ou pili,
que sao microfibrilas protéicas que se estendem da membrana das bactérias e que servem
como pontos de fixagdo das bactérias a superficie - mantendo-as a nanémetros de distancia da
mesma (OFEK et al., 2003; PALMER et al., 2007).

Para evitar a adesao bacteriana em superficies, existem trés abordagens diferentes:
superficies que liberam substancias bactericidas, recobrimentos que resistem a adesado de
bactérias e superficies que possuem agéo bactericida ao contato (LICHTER et al., 2009).

PEMs que liberam biocidas sdo normalmente preparadas com prata, ions de prata,
antibidticos, farmacos e compostos de quaternarios de aménio (FENG et al., 2000; LEE et al.,
2005; DAl e BRUENING, 2002; LI et al., 2006; LEE et al., 2008; CUI et al., 2008; CHUANG et
al., 2008; MAO et al., 2005; GRUNLAN et al., 2004, KRUTYAKOV et al., 2008). Como exemplo,
Feng et al. utilizaram ions de prata para evitar a multiplicacdo de bactérias via uma ligagéo
destes ions aos grupos tibis das membranas bacterianas. O processo aumenta a
permeabilidade da membrana celular, permitindo assim, a entrada dos ions de prata no interior
da célula e a sua ligagdo ao DNA - evitando a reproducéo de bactérias. CUIl et al. prepararam
nanoreatores de PEMs com grupos de acidos carboxilicos livres e disponiveis para a ligagéo de
ions de prata (CUl et al., 2008). Outras substancias bactericidas, como os antibidticos
gentamicina (CHUANG et al., 2008) e ciprofloxacina hidroclorada (MAO et al., 2005), também
tém sido incorporados em PEMs, para aplicacdes de liberacdo controlada. Grunlan et al.
estudaram PEMs antimicrobianas com a incorporagdo e subsequente liberagdo controlada da
cetrimida, um composto de quaternarios de aménio — compostos com agao catidnica forte que
lisa membranas celulares carregadas negativamente, resultando em morte celular (GRUNLAN
et al., 2005). No processo, a molécula catibnica se liga, permeabiliza e lisa a membrana
bacteriana, negativamente carregada, similarmente ao processo da ac&o da quitosana com
grupos amino protonados.

Varios trabalhos exemplificam superficies resistentes as bactérias por si soé
(BOULMEDAIS et al., 2004; RIEDL et al., 2002; FU et al., 2005; RICHERT et al., 2004 A;
CHUANG et al., 2008). Especificamente, Richert et al. mostraram que PEMs de quitosana e
acido hialurénico, depositadas com pH 5,0 e em altas concentragdes de NaCl (0,15 M), evitam
a adesao de aproximadamente 80% das bactérias E. coli, enquanto que reduz a adesao, entre
20% a 40%, no caso de filmes preparados com pH 5,0 em baixas concentra¢des de NaCl (0,01
M) (RICHERT et al.,, 2004 A). Segundo o trabalho, a reducdo da adesao bacteriana esta
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correlacionada com o aumento da espessura do filme ou a uma redugao da rigidez do filme em
condicdes de alta forga ibnica. O grupo de Cassinelli et al. sugeriu que a hidrofilicidade do
acido hialurénico é responsavel pela redugdo da adeséo bacteriana (CASSINELLI et al., 2000).
A resisténcia a adesdo de bactérias devido a presengca do acido hialurénico em filmes
multicamadas ainda nao foi comprovada, ja que o HA é usualmente utilizado na construgcéo de
filmes com outras espécies que inativam ou destroem bactérias, tais como ions de prata
(MALCHER et al., 2008) e quitosana (RICHERT et al., 2004 A; CHUA et al., 2008).

A quitosana, devido as suas caracteristicas catidnicas, tem sido utilizada como
componente na fabricagdo de superficies que tenham a propriedade de inativar bactérias
quando com elas entrar em contato. A quitosana, tanto quando esta dispersa em solugédo ou
quando estd imobilizada em superficies, consegue se ligar as membranas celulares de
bactérias negativamente carregadas e rompé-las (RABEA et al., 2003).

Em PEMs contendo CHI, as cargas catibnicas da CHI conseguem interagir com as
bactérias que tentam se aderir as superficies das PEMs (FU et al., 2005; FENG et al., 2006;
BRATSKAYA et al., 2007; CHUA et al., 2008; ELSABEE et al, 2008). Estudos tém
demonstrado que a quitosana em PEMs é mais eficaz na redugdo da adesao de bactérias em
superficies em comparagdo com uma unica camada de quitosana absorvida (ELSABEE et al.,
2008) ou ligada covalentemente na superficie de substratos (BRATSKAYA et al., 2007). Uma
maior densidade de quitosana na superficie das PEMs aumenta a atividade antibacteriana da
superficie. Portanto, condi¢des escolhidas no preparo das PEMs, tais como forca i6nica e pH
podem ser otimizadas para aumentar os segmentos de quitosana na superficie de um filme e,
com isso, aumentar a atividade antibacteriana das PEMs. Combinando propriedades
antibacterianas de varios compostos, Yuan et al. demonstraram que filmes de PEMs hibridos de
quitosana com prata e titdnia (que cria radicais biocidas aplicando irradiacdo UV) séao

recobrimentos antibacterianos multifuncionais (YUAN et al., 2008).

2.11.4 Métodos e Maquinas de Automatizagao para a Deposig¢ao LbL

O processo LbL muitas vezes requer a deposicdo de mais de 10 bicamadas para
produzir filmes finos funcionais resistentes. Estes sistemas requerem tempos de imersédo da
ordem de 5 a 10 minutos, o que torna o processo demorado e por isso, mais susceptivel a erro
humano durante a preparagdo, quando realizado manualmente. Diversos grupos de pesquisa
tém utilizado slide stainers (tingidores de laminas) modificados (SWISTON et al., 2008;
LICHTER et al., 2008, LOWMAN et al., 2004; NOLTE et al., 2004; HE et al., 2003), maquinas
caseiras (DUBAS & SCHLENOFF, 1999; JIN et al., 2003) ou robds comercialmente construidos
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(VUILLAUME et al.; 2003; RMAILE & SCHLENOFF, 2003; MAEHARA et al., 2003; ETIENNE et
al., 2005) para automatizar este processo de imerséao repetitiva.

O processo LbL é tipicamente realizado com maquinas de imersao estatica ou em
maquinas de imersdo que tem a opgao de agitar o substrato. A opgéo para agitar o substrato,
enquanto imerso, € uma opg¢ao interessante, porém, a maquina disponivel apresenta varias
desvantagens, como, por exemplo, a necessidade de ter um cilindro de gas ou uma fonte
externa de gas para operar a plataforma giratéria que suporta as solugbes de imersdo. Por
outro lado, as maquinas citadas sdo muito limitadas quanto ao numero de posi¢cdes - para
acomodar as solugdes de imersao - e quanto ao numero de ciclos de imersdo possiveis; ndo
sado fechadas para evitar contaminagao externa, e ndo oferecem a possibilidade de instalagao
de filtros, para que a maquina seja auto-suficiente, sem o requerimento de uma sala limpa, caso
necessario. Para evitar contaminagdo muitas maquinas disponiveis necessitam ser operadas
dentro de uma capela ou em ambiente controlado. Outros sistemas, ainda, tém apenas uma
posicdo onde é colocada uma unica solugdo para lavagem tanto dos componentes positivos

quanto dos negativos, podendo isso resultar na complexacdo indesejavel dos componentes
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CAPITULO 3

PEMs de BIOPOLIMEROS

3.1 INTRODUGCAO

Este capitulo descreve o estudo de filmes nanoestruturados de polimeros naturais de
quitosana (CHI), acido hialurénico (HA), alginato de sédio (ALG) e carboximetil celulose (CMC).
Filmes de PEMs compostos de CHI, HA, CMC e ALG sé&o interessantes para uma grande
variedade de aplicagBes biotecnoldgicas devido as suas propriedades de biocompatibilidade,
biodegrabilidade e baixa toxicidade. A influéncia de parémetros, inerentes ao processo de
adsorcao sequencial na deposicdo e formacao dos filmes, tais como pH, concentragdo de
solucdo, forca ibnica (concentragdo de NaCl), e tempo de deposi¢do, foram estudados.
Estudou-se também a preparacao de filmes constituidos pelos polimeros sintéticos poliestireno
sulfonato de sodio (SPS) e o poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDAC) como pré-camada, na
tentativa de se promover uma deposicdo mais uniforme dos biopolimeros subsequentes,
utilizados neste trabalho.

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida nos Department of Materials
Science and Engineering, Department of Chemical Engineering, e Center for Materials Science
and Engineering (CMSE) no Massachusetts Institute of Technology (MIT) sob co-orientagéo do
Prof. Dr. Michael Rubner e supervisdo do Prof. Dr. Robert E. Cohen. Gragas a colaboracao
entre os laboratérios do MIT e o LEQUIP da Unicamp, coordenado pela Profa. Marisa Beppu e
orientadora deste trabalho, foi possivel desenvolver o programa de doutorado sanduiche,
financiado pela Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), no
periodo de julho/2008 a agosto/2009.

A analise dos resultados experimentais, a elaboragédo dos graficos, a redagao do artigo
publicado - descrevendo os resultados principais - assim como a composi¢cdo da tese de
doutoramento e experimentos adicionais, foram realizados no LEQUIP/Unicamp, no periodo de
setembro/2009 a margo/2011.

Na primeira parte do trabalho, o objetivo foi a produgéo e a caracterizagdo de PEMs de
quitosana/acido hialurénico, quitosana/alginato e quitosana/carboximetil celulose com vistas a

aplicagdes biotecnologicas. Esse objetivo incluiu as seguintes etapas:
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1. Preparacdo das solugbes de quitosana, acido hialurénico, alginato de sodio e
carboximetilcelulose.

2. Preparac&o da montagem do experimento para a execugéo das deposi¢cdes consecutivas
das multicamadas.
Producéo de PEMs de CHI/HA, CHI/ALG e CHI/CMC.
Andlise e caracterizagdo dos filmes de PEMs obtidos, com a aplicagdo das seguintes
técnicas de analise: Perfilometria, Elipsometria, Espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Microscopia de Forga Atémica (MFA),
Goniometria, e Microbalanca de Cristal de Quartzo com Dissipacado (Quartz Crystal
Microbalance with Dissipation) (QCM-D).

o

Variacao de paradmetros, durante a deposigao dos filmes finos, tais como pH e concentragao
idbnica (NaCl) das solucbes de biopolimeros - tendo como base a anélise realizada nos
ensaios preliminares - com objetivo de produzir PEMs com caracteristicas desejaveis para

aplicagbes especificas.
3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais

O 4cido hialurdnico (HA, de Streptococcus equi sp, massa molecular = 1,6 x 10° g/mol),
quitosana (CHI, baixa massa molecular = 5 x 10* g/mol, 75 - 85 % desacetilada), alginato (ALG,
na forma de alginato de sodio, baixa massa molecular ~ 12 - 19 x 10° g/mol),
carboximetilcelulose (CMC, baixa massa molecular = 9 x 10° g/mol), poli(cloreto de
dialildimetilaménio) (PDAC, (CgH:sCIN),, massa molecular média = 1 - 2 x 10° g/mol , 20%
massa em solugdo aquosa), € o poliestireno sulfonato de sédio (SPS, (CsH;NaO3S),, massa
molecular = 7 x 10* g/mol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). O PDAC é um
polieletrélito catibnico, e sua estrutura molecular esta representada na Figura 3.1. O SPS é um

polieletrdlito anidnico e sua estrutura molecular esta representada na Figura 3.2.
Cl

+

HsC™ "CHs

Figura 3.1. Representacao da estrutura quimica do poli(cloreto de dialildimetilamdnio) (PDAC).
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o=?=o
ONa

Figura 3.2. Representacéo da estrutura quimica do poliestireno sulfonato de sédio (SPS).

Todos os polieletrélitos foram utilizados sem purificacdo prévia. O pH das solugdes de
polieletrélitos foi ajustado com 1,0 M HCI ou 1,0 M NaOH. Todos os reagentes eram de grau
analitico. Laminas de vidro pré-limpas e de wafer de silicio Si(100) de grau clean-room foram
utilizados como substratos. Para analises dos filmes com espectroscopia no infravermelho,
[&minas de seleneto de zinco (ZnSe) foram utilizados. Todas as solugdes foram preparadas

com agua Milli-Q (Millipore) com uma resistividade de 18,2 MQ-cm.

3.2.2 Métodos de Preparacao e Caracterizagcdo de PEMs

Os métodos de preparacgao e caracterizagdo das PEMs estdo descritos a seguir.

3.2.2.1 Preparacao de Substratos para Deposi¢ao LbL

Substratos de Iaminas de vidro foram limpas com uma solugao 3% de detergente (Micro
90) e imersas, em um banho de ultrassom, por 15 min. Em seguida, as laminas de vidro foram
imersas em uma solugao de NaOH 1 M e imersas em banho de ultrassom durante 10 min. Para
a remocgao do NaOH residual, os substratos foram lavados duas vezes em um banho ultrassom
com agua Milli-Q 18,2 MQ-cm durante 5 min. Finalmente, estes foram secos com N,. Antes de
serem utilizados, substratos de wafer de silicio (Si(100)) foram limpos com etanol, secos com N,
e expostos a um plasma de O,, (high setting: 720 V DC, 25 mA DC, 18 W), sob vacuo de 100

mTorr durante 15 min, utilizando-se o equipamento Harrick Plasma Cleaner, modelo PDC-32G.

3.2.2.2 Preparacao de Solugodes de Polieletrélitos

Solugdes de CHI, HA, ALG e CMC foram preparadas nas concentragdes de 1% (m/v)
em agua Milli-Q 18,2 MQ-cm dissolvendo a respectiva quantidade de polimero em agua durante
24 horas sob leve agitagcdo mecanica. A solugao de CHI foi preparada com 100 mM de acido

acético glacial (HAc, 60,05 g/mol). Solugbes de CHI, HA, ALG, e CMC foram preparadas com
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0 mM e 100 mM NaCl (58,44 g/mol). As solugcdes de PDAC e SPS foram preparadas para se
obter concentragdes de 102 M (baseado na massa molecular da unidade de repeticdo) destes
polimeros dissolvidos em agua Milli-Q 18,2 MQ-cm com 100 mM de NaCl. Solugbes de agua
para lavagem durante o processo de deposicao layer-by-layer foram ajustadas para pH 3,0 e
pH 5,0 para a preparacao de multicamadas de CHI/HA e CHI/ALG, e pH 4,0 para multicamadas
de CHI/CMC. Normalmente, a agua Milli-Q utilizada no laboratério (MIT) registrava um pH = 5,7.
Todas as solugbes acima mencionadas foram ajustadas para pH 3,0 + 0,2, pH 4,0 £ 0,2 ou pH
5,0 + 0,2 com solugbes de 1 M HCl ou 1 M NaOH. A utilizagao simultdnea das solugdes de HCI
e NaOH para o ajuste do pH foi evitada, para que ndo houvesse acréscimo de ions de Na+ e
Cl-, o que corresponderia a adicdo de NaCl a solugao, que influenciaria a forga idnica final.
Solucdes de CHI, HA, ALG, CMC, PDAC e SPS foram preparadas com concentragdes
relativamente altas destes componentes, para garantir que n&o houvesse diluicdo apreciavel
das solugdes durante o procedimento de formagao das multicamadas. Isto se torna necessario

para garantir uma deposicao uniforme das multicamadas.

3.2.2.3 Preparagao das Multicamadas de Polieletrélitos (PEMs)

A técnica de deposicao layer-by-layer (LbL) para a formacgao de filmes finos foi baseada
nos procedimentos descritos por Decher, Yoo et al. e Mendelsohn et al. (DECHER, 1997; YOO
et al.,, 1998; MENDELSOHN et al., 2000). Os dois equipamentos automatizados de imerséo
utilizados neste estudo foram o Zeiss HMS™ Series Programmable Slide Stainer, da Carl-Zeiss
(USA), para imersdes estaticas (static dipping), e o StratoSequence VI, da nanoStrata Inc.
(USA), para imersdes rotativas (spin dipping).

Substratos de vidro ou de wafer de silicio, limpos, foram imersos na solugdo do
polieletrélito catidbnico (PDAC ou quitosana, primeiro) e, em seguida, submetidos a lavagens
com agua Milli-Q sob leve agitagdo. Os substratos foram subsequentemente imersos na
solucdo do polieletrdlito de carga oposta (SPS, acido hialurbnico, alginato de sédio, ou
carboximetilcelulose) e enxaguados com agua Milli-Q. Apds a repeticdo consecutiva desse
processo e a deposicdo com o numero de bicamadas desejado, os substratos contendo os
filmes foram secos com corrente de N, a temperatura ambiente.

A notagdo utilizada para cada bicamada de polimeros complementares é:
(Polyx/Polyzy),. Poly1 e Poly2 se referem aos polimeros 1 e 2, x e y se referem aos pHs das
solugbes poliméricas, e n € o numero de bicamadas depositadas. Uma “meia bicamada”

adicional é representada como n = n,5, onde n € um numero inteiro de bicamadas.
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A pré-camada de (PDAC4/SPS4)s55 foi depositada nos substratos utilizando-se o
procedimento de imersdo automatica com o equipamento Zeiss HMS™ Series Programmable
Slide Stainer. Laminas limpas de vidro ou de wafer de silicio foram alternadamente imersos em
solugcbes de PDAC (pH 4, 100 mM NacCl) e SPS (pH 4, 100 mM NaCl) durante 10 min, cada
uma destas etapas era seguida por duas outras consecutivas de lavagem com agua Milli-Q
(pH~5,7), durante 2 e 1 min, respectivamente.

As bicamadas dos biopolimeros foram depositadas utilizando-se o StratoSequence VI
(spin dipper) com software StratoSmart v6.2 da nanoStrata Inc. (USA). As deposi¢cbes dos
biopolimeros foram realizadas durante 10 min, sem rotagdo do porta-amostra. Trés etapas de
lavagem consecutivas (2, 1, e 1 min) com agua Milli-Q foram realizadas com rotacéo do porta-
amostra e substratos dentro das solugdes a uma frequéncia de aproximadamente 100 rpm.

E importante destacar que todos os filmes multicamadas de polieletrélitos deste estudo

foram preparados a temperatura ambiente e a pressao atmosférica.

3.2.3 Caracterizagoes das PEMs

Os métodos utilizados e as medidas efetuadas para a caracterizagao dos filmes PEMs
nesta fase do trabalho incluem: a caracterizagao visual do filmes produzidos; a perfilometria e a
elipsometria para medidas de espessura e rugosidade (rms) (root mean squared - valor
quadratico médio) dos filmes; medidas de angulos de contato com um goniémetro visando
avaliar a hidrofilicidade/hidrofobicidade dos filmes; espectroscopia UV-Vis para quantificacdo de
grupos funcionais livres do HA — utilizando-se o corante catidnico azul de alciano (alcian blue) e
espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier para quantificar os grupos de
COO" e COOH do HA. Os filmes PEMs também foram caracterizados quanto a sua morfologia,

utilizando-se a técnica de microscopia de forga atdbmica (MFA).

3.2.3.1 Perfilometria

A técnica de perfilometria foi utilizada para se medir o perfil da superficie, a espessura e
a rugosidade das amostras secas dos filmes produzidos. O perfilémetro é um equipamento que
determina e mede o perfil da superficie do flme mediante o contato e deslizamento de uma
ponta de diamante (stylus) sobre a mesma. A ponta stylus é deslocada horizontalmente sobre
a superficie a ser medida, provocando, também, seu deslocamento vertical devido a rugosidade
da superficie. O deslocamento vertical é convertido em um valor de altura em Z

correspondente a altura de passo (step height) da superficie. A topografia € a principal medida
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que o instrumento é capaz de fazer. Para a medida de espessura € necessario fazer uma
incisdo na espessura total do filme (utilizando um estilete, por exemplo), permitindo assim,
medir a espessura entre o substrato e a superficie externa do filme. A amostra é colocada em
uma plataforma no local X, Y, 6, e o equipamento localiza as coordenadas do ponto de contato.
Arrastando o stylus por cima de uma certa linha sobre a superficie, (escolhida pelo usuario), a
topologia desta superficie pode ser determinada através da resposta do sensor de
deslocamento correlacionado com a distdncia percorrida na amostra em X, Y resultando em
uma leitura topografica na linha varrida. A posicdo da ponta & controlada por um cristal
piezoelétrico. As medidas de espessura e rugosidade da superficie sédo realizadas com o uso
de transdutores piezoelétricos. O perfildbmetro P-16+ stylus profilometer (KLA Tencor
Corporation, USA), localizado no Center for Materials Science and Engineering (CMSE), MIT,
foi utilizado com os seguintes parametros: 0,50 mg-f (~ 4.9 uN) de for¢a aplicada (applied
force), 200 Hz de taxa de amostragem (sampling rate), 50 um/segundos de velocidade de

varredura (scan speed), e 131/0,0781 A (angstroms) de faixa/resolugéo (range/resolution).

3.2.3.2 Elipsometria

A elipsometria € uma técnica o6ptica ndo destrutiva e de alta precisdo podendo ser
utilizada para caracterizagdo da espessura, rugosidade, e indice de refragdo de filmes finos. A
técnica se baseia na detec¢gdo da mudanca do estado de polarizagédo da luz incidente causada
pela reflexdo na superficie da amostra. Os valores medidos s&o expressos em termos de psi
(W) e delta (A), e relacionados com a razao dos coeficientes de reflexdo de Fresnel R, e R para
a luz polarizada, p e s, respectivamente, e descrito pela Eq. 3.1.

R iA
F" =tan(y)e Equagdo 3.1

N

A Figura 3.3. mostra uma representacédo esquematica de uma medida de elipsometria.

Detector '

Analizador

Amostra
Figura 3.3. Representacdo esquematica de uma medida de elipsometria.
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No presente trabalho, a técnica de elipsometria foi utilizada para medir os estados de
polarizagdo ( ¥ e A ) em fungado do comprimento de onda incidente, o dngulo de incidéncia e o
estado de polarizagao, para inferir os parametros de espessuras e rugosidades das PEMs
produzidos, assim como o indice de refragdo dos mesmos. Para as analises, foi utilizado o
elipsémetro de &angulo variavel M-2000D, J. A. Woollam Co., Inc., acoplado com os
equipamentos EC-400 (overtemp) e XLS-100 (set-up), localizados no Institute for Soldier
Nanotechnologies (ISN) no MIT. Todas as analises foram realizadas no comprimento de onda
de 633 nm (laser vermelho - HeNe), a um &ngulo de 70 graus (posicdo de 29,9 mm na
plataforma).

O elipsébmetro espectroscoépico foi inicialmente calibrado com um substrato de Si (Si
wafer, clean-room grade) e a altura da amostra foi ajustada até se obter a maior intensidade de
luz refletida atingindo o detector.

Apos a etapa de calibragdo, o substrato de Si foi substituido pela amostra. Cada
amostra foi centralizada e a aquisicdo espectroscopica dos dados, pelo detector do
equipamento, foi feita na faixa de 200 nm — 2000 nm. A regido de 600 nm - 2000 nm foi
escolhida para analise, visto que abaixo de 600 nm n&o ha informagao relevante para o sistema
de multicamadas dos biopolimeros.

O modelo de Cauchy para o ajuste dos dados experimentais foi utilizado. A equagao de
Cauchy é uma relagdo empirica entre o indice de refragdo n e o coeficiente de extingéo £,

constantes épticas da amostra e o comprimento da onda incidente, A:

QX Equacgéo 3.2

Os parémetros A, B, e C sao coeficientes que podem ser determinados pelo ajuste da
equacao aos resultados experimentais.

Ap0ds selecionar a regiao de analise, e com estimativas iniciais das constantes A, B, e C
do modelo de Cauchy (1,4<A<1,7, 0=B<0,05, 0=C<0,02), os valores de A, B e C foram
ajustados, num processo iterativo, de modo ao modelo reproduzir os resultados experimentais.
O algoritmo de Levenberg-Marquardt de regressdo multipla n&o-linear é utilizado para o

processo de ajuste. Expressdes algébricas analiticas s&o utilizadas para prever ¥ e A em

funcdo das constantes opticas (n, k) e espessura das camadas do filme, apresentadas por
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AZZAM e BASHARA (AZZAM & BASHARA, 1987). Esquematicamente, o procedimento é
apresentado na Figura 3.4.

Medida

. Dados Exp.
L.
e | N
n Garados
H——
o 1

— Modelo

CDmparar|

Ajustar Parametros

n
Espessura k
— Resultados Rigdsldade) | 2

NEE—

Figura 3.4. Procedimento basico utilizado em medidas de elipsometria para determinar propriedades de

materiais a partir de dados experimentais (adaptada do curso de elipsometria da J. A. Woollam Co., Inc.,
2001).

O indice de refracao de filmes de biopolimeros esta na faixa de aproximadamente 1,4 a
1,7. Para o ajuste dos dados experimentais de elipsometria, os seguintes parametros de
modelagem foram utilizados (Fig. 3.5):

Cauchy
(HA/CHI) 14<A<17

A=?B=?C=? Cauchy
Cauchy A=1.55, (HA/CHI) i 1=‘i ‘EI‘: : (1:7=' ,
(PDAC/SPS4)15.5 B=C=0 ! ? ?
t=%nm Cauchy A=1.55,

Si02 siO2_jaw.mat (PDAC/SPS4)15.5 B=F C=0

! t=1.79 nm t=55nm

Si Slide si_jaw.mat VWR Glass Slide vwr glass slide.mat
t=1mm t=1mm
(A) (B)

Figura 3.5. Exemplo de parametros para analise de filmes com a técnica de elipsometria, (A) utilizando
wafer de Si, e (B) Idmina de vidro.

Os valores de espessura registrados, correspondem as médias dos valores obtidos nas
medidas individuais (minimo de 3), realizadas em cada filme. As medidas de espessura obtidas

com a técnica de elipsometria foram comparadas com as medidas de espessura obtidas com a
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técnica de perfilometria. Existe a opcao de incluir, teoricamente, no modelo, uma camada que

represente a rugosidade da superficie, que foram realizadas, mas n&o aqui reportadas.

3.2.3.3 Angulo de Contato

Angulos de contato de agua Milli-Q nas superficies das PEMs produzidas foram medidos
com a utilizagdo de um goniémetro, como descrito anteriormente (YOO et al., 1998). A medida
de angulo de contato avalia a hidrofilicidade/hidrofobicidade da camada superior (externa) da
superficie, na faixa de 5-10 A (angstroms) da superficie externa das PEMs (RUBNER, 2009).
Para as medidas de angulo de contato foi utilizado o gonidmetro da Advanced Surface
Technology (AST) com camera CCD e video, localizado no laboratério do Prof. Dr. Michael
Rubner, no MIT. Os éangulos de contato apresentados s&o angulos de contato estéticos
medidos com a técnica padrao de sessile drop. Uma gota de agua é formada na ponta de uma
seringa e colocada na superficie da amostra movimentando-se o porta-amostra verticalmente
até que se tenha o contato entre a gota e a superficie da amostra. Imagens das gotas, nas
superficies das amostras, foram obtidas com uma camera CCD, e posteriormente aumentadas
para a analise. Os angulos, esquerdo e direito, das gotas de agua foram medidos com um
programa de computador. O volume das gotas de agua foi mantido em aproximadamente 50
uL. Sete medidas, em diferentes regides de cada amostra, foram realizadas e uma média dos

angulos de contato foi feita para representar as caracteristicas de molhabilidade das amostras.

3.2.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para quantificar os grupos de COO" e COOH do acido hialurénico presentes nas PEMs
produzidas, foi utilizado um espectrofotdmetro FTIR. O espectro de absorcao destes filmes, na
regido do infravermelho, foi obtido apés a deposigdo dos polieletrélitos em janelas de seleneto
de zinco (ZnSe), seguindo o0 mesmo procedimento de preparacdo das PEMs descrito acima.
Os valores de absorbancia referentes aos grupos de COO™ e COOH do &cido hialurdénico foram
estimados examinando-se as bandas de absorgdo em ~1550 cm” e ~1710 cm’,
respectivamente, e supondo que os coeficientes de extingdo sdo aproximadamente iguais
(MENDELSOHN et al., 2000). A altura de cada pico foi considerada como o maximo de uma
curva de absorbancia Gaussiana, para cada espécie quimica respectiva, e as areas sob as
curvas correspondentes a cada espécie quimica, foram calculadas. Esta analise € importante
para entender as ligacbes entre a quitosana e o acido hialurbnico, e sua influéncia nas
propriedades das PEMSs, tais como a disposigdo dos grupos funcionais presentes no interior e

na superficie das multicamadas. As medidas incluem a adsor¢do de filmes com 25
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multicamadas depositadas nas duas faces do substrato de ZnSe. O espectrofotdmetro Thermo
Scientific Nicolet 6700 FTIR (USA), com software OMNIC, localizado no laboratério do Center
for Materiais Science and Engineering, do MIT, foi utilizado para realizar as medidas e

estimativas das areas das curvas de absorbancia.

3.2.3.5 Espectroscopia UV-Vis

Grupos livres de acido carboxilico - que nao tinham ligagdes ibnicas com grupos amino
de CHI - presentes no HA, foram tingidos imergindo-se as PEMs de (CHI/HA) em uma solugéo
de azul de alciano (alcian blue) (0,001 M, pH 3,0) durante 15 min. Este corante foi escolhido
devido a experiéncia de utiliza-lo em experimentos anteriores do grupo do Prof. Rubner, os
quais indicam que o corante ndo quebra ligacdes eletrostaticas entre os grupos, e somente se
liga a grupos funcionais livres. Supfs-se que apds os 15 minutos de adsorgdo deste corante,
existe uma difusdo completa do corante em todo o filme (estado de equilibrio). O corante azul
de alciano é um corante catidnico, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 3.6.
Posteriormente, as amostras foram extensivamente lavadas com agua Milli-Q pH 3,0 durante 2
min em duas vezes consecutivas. Os filmes foram secos com N, e analisados imediatamente
em um espectrofotdbmetro Cary 5E UV-Vis, localizado no laboratério do Center for Materiais
Science and Engineering, do MIT. Os picos do azul de alciano foram observados no

comprimento de onda de 617 nm.
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Figura 3.6. Representacao da estrutura quimica do corante azul de alciano.

3.2.3.6 Microscopia de Forga Atomica
A topografia e a rugosidade dos filmes multicamadas também foram analisadas através

de um microscopio de forga atdmica NanoScope IlIIA da Digital Instruments Dimension 3000
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Scanning Probe Microscope, Santa Barbara, CA, localizado no laboratério do Center for
Materiais Science and Engineering, do MIT. As analises foram realizadas no modo de n&o-
contato, utilizando-se uma ponta de MFA, modelo RTESP e de constante elastica de 20-80
N/m.

3.2.3.7 Microbalanga de Cristal de Quartzo com Dissipa¢ao (QCM-D)

A microbalanga de cristal de quartzo com dissipacdo (QCM-D) fornece informacgdes
muito Uteis sobre o mecanismo de construgdo e propriedades (i.e. energia de dissipacao) dos
filmes multicamadas depositados através do processo LbL. (MARX, 2003). O equipamento Q-
Sense D300 (Q-Sense, Sweden), utilizado para todas as medidas, esta apresentado na Figura

3.7, e se encontra no laboratério do Center for Materiais Science and Engineering, do MIT.

| 1- Fonte / Captacio de Dados
\ ~ 2- Camara de Anilise
| 3- Bomba Peristaltica
" 4- Solucdes Poliméricas
~ 5- Descarte

Figura 3.7. Equipamento Q-Sense D300.
A balanca é equipada com sensores de cristais de quartzo de superficie circular, da
ordem de décimos milimetros de espessura, onde sdo depositados os filmes para analise. Um

campo elétrico alternado é aplicado nos eletrodos (de ouro) superior e inferior que recobrem a
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superficie circular do cristal de quartzo. Uma frequéncia f na faixa de 5 MHz a 20 MHz, é
aplicada ao cristal de quartzo. Durante a vibragdo, o cristal de quartzo se desloca com
amplitude lateral da ordem de um a dois nanémetros.

Cada solugao de polieletrélito utilizada na preparagao dos filmes é escoada em fluxo
sobre o cristal de quartzo. Para um aumento de massa depositada sobre o cristal de quartzo, ha
um correspondente decréscimo na sua frequéncia de oscilagdo e vice-versa. Num regime
viscoelastico - caso do presente estudo, onde filmes de HA/CHI sao altamente hidrataveis e ndo
rigidos — o modelo Voigt foi utilizado, com o qual foi possivel determinar a massa depositada.

O modelo de Voigt, utilizado para a analise das PEMs, representado esquematicamente
na Figura 3.8, consiste em um amortecedor newtoniano e uma mola de Hook elastica
conectados paralelamente. A relacdo matematica deste sistema € expressa pela seguinte

equagcao diferencial de primeira ordem:
de(t
o(t) = E¢(t) + nd(t)
t= tempo[s]
o= tensdo[Pa] Equagao 3.2
€ = deformagdo
E = modulo elcistico[Pa]

N = viscosidade do material[Pa- s]

E

Figura 3.8. Representacdo esquematica do modelo de Voigt.

No processo, a massa recobrindo o cristal oscila com a mesma frequéncia e se desloca
lateralmente com a mesma amplitude que o cristal de quartzo. Num processo elastico, ndo
existe perda de energia. Se houver perda de energia durante a oscilagdo da massa, esse
processo € viscoelastico (inelastico), que é o caso do presente estudo. Para obtengdo das
medidas da variacdo da massa depositada sobre o cristal de quartzo, os terminais dos
eletrodos de ouro séo ligados a um circuito elétrico oscilante e 0 modo de ressonéncia continua
é utilizado, tal que os desvios na frequéncia f do cristal sdo medidos e correlacionadas com o

aumento ou perda de massa sobre o cristal de quartzo.
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Preliminarmente, antes de receber a deposicao dos filmes, os cristais de quartzo foram
limpos em uma solugdo de 1 M HCI, secos com N,, e submetidos a um plasma de O, durante
30 min, com o equipamento Harrick Plasma Cleaner. Os cristais foram subsequentemente
recobertos com um filme de (PDAC4/SPS4)55 utilizando-se o mesmo protocolo mencionado
acima. O filme depositado sobre a superficie do cristal contendo os eletrodos foi removido com
HCI e agua Milli Q. Os cristais foram entdo imersos em agua Milli-Q preparada com 0 mesmo
pH da respectiva corrida de medidas QCM-D (pH 3,0 ou pH 5,0) programada - durante um
minimo de 6 horas - com o objetivo de entrarem em equilibrio com as condicbes do
experimento. Apds esta etapa, os cristais foram posicionados dentro da cadmara de analise.
Solugdes de polimero e de lavagem foram escoados sobre os cristais a uma vazao de 1,50
mL/min (escoamento nao-turbulento). Para cada etapa de deposicéo, as solugbes de polimero
e de lavagem foram escoadas durante 11 min e 4 min, respectivamente. Todas as frequéncias
e medidas de dissipagao foram feitas na frequéncia de 15 Mz, e sobre-tons (overtone) do cristal
de quartzo, v = 3 e 5 Mz. As analises e as modelagens da espessura dos filmes foi realizada
com o software QTools. Os paradmetros utilizados na modelagem foram: densidade das PEMS
1100 kg/m®, viscosidade do fluido 0,001 kg/m s, viscosidade das PEMs entre 0,0001 e 0,005

kg/m s, cisalhamento das PEMs entre 10* -10® Pa, e espessura das PEMs entre 10" e 10° m.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Formagao de Filmes PEMs

A técnica layer-by-layer de recobrimento para a formagdo de filmes PEMs ndo tem
limitagbes com respeito a topografia e a area superficial dos substratos. Porém, é importante
destacar que as caracteristicas das superficies dos substratos s&o de grande importancia para
a deposi¢cao de camadas poliméricas e a subsequente formacdo das PEMs. Os substratos
utilizados neste trabalho, laminas de vidro (constituidas de geralmente 70-74% de SiO, e
possivelmente com CaO, MgO, e Al,O; — forma amorfa) e wafers de silicio (~ 99,99% silicio —

forma cristalina), sdo negativamente carregados, devido os grupos hidroxilas (-OH) e ligagdes

Si-O, presentes nas suas superficies, Figura 3.9.
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Figura 3.9. Representacdo esquematica da superficie de (A) substratos de vidro e (B) wafer de silicio.

O pré-tratamento dos substratos de vidro com NaOH em um banho de ultrassom, ou
com plasma de O, serve para a dois propésitos: limpeza dos substratos (em particular: para a
remogdo de material organico) e para promover o aumento do numero de grupos hidroxilas na
superficie destes substratos, possibilitando uma ligagdo ibnica mais eficaz entre a superficie do
substrato e os polieletrélitos. No caso dos substratos de wafer de silicio ndo é recomendavel
utilizar NaOH, uma vez que este corrdi substancialmente a superficie dos wafers (ALLONGUE
et al., 1993), consequentemente alterando a rugosidade da superficie do wafer de silicio, o que
ndo é desejavel. Neste caso, é recomendavel utilizar apenas o tratamento com plasma de O,
para limpar e acrescentar mais grupos —OH na superficie destes substratos.
Para o caso da lamina de vidro, o tratamento com NaOH promove um aumento da

densidade de cargas negativas na superficie do vidro por aumentar a disponibilidade de sitios
Si-O'. Isto ocorre ja que a unidade tetraédrica SiO,4, formadora do vidro, esta susceptivel ao

ataque nucleofilico da hidroxila em meio alcalino, resultando em uma estrutura intermediaria
penta-coordenada que se decompde por ruptura da ligagdo Si-O-Si, conforme mostra a

equacao (BUNKER et al., 1988) e representagcédo esquematica na Figura 3.10:

OH OH
Si-0-Si-OH + OH — Si-O-Si—-OH — Si—-0 + Si(OH),
OH HO OH
(adaptada de BUNKER et al., 1988)
A ¥ Yo
Si Si 0] 2 OH OHOH
| \SO 0 OS/\’Q\ s|| S{/O\H H{O 1 | ©
O00O0 i I Si \ 4 i \
“8{ AR S'll\ /S'\O/l, 65 S NaOH /O C|JI O\ 9 Ci S”\ /8’\0/8? /81I Si
| i G =, I~ Si . Si i i
\ B RgrPp 2 8i—0 R H20 y /S Ro Siso O si *O?O

lamina de vidro l&mina de vidro

Figura 3.10. Representagédo esquematica da reagcéo de substratos de vidro com NaOH.
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Pelo fato do wafer de silicio (100) ter ligagdes terminais em hidrogénio, os atomos de
oxigénio do plasma reagem com os hidretos de silicio gerando agua e uma superficie com
ligagdes terminais em siloxano, Figura 3.11(A) (HABIB et al., 2010). A superficie se torna
hidrofilica e reage com a agua, Figura 3.11(B), promovendo o aparecimento de terminais

hidroxilas, de interesse para que haja uma deposicdo efetiva de polieletrélitos catidnicos na

superficie.
H H 20 0 (o) H20 OH OH
I+ | — / N+ H20 SN — I+ |
Si s Plasma g g; Si Si Si  Si
(A) (B)
I-|| I-|| Il-I()lHI-li I|-1 I|-|P-|Iil4F|| OHO|H|T|C|!HOHO|HOHOHI;|O|H
| | | |
_S|i_s|i_s|i_s|i_?i_8|i_8|i_8|i_$i_sli_ —Si—Si—!?:i—Si—Si—Si—Si—Si—Si—Si—
| | | | | | | | |
—sli—E‘lai—E‘lsi—E‘ri—sli—Sli—sli—sli—lst—E‘Ti— Oz plasma —Sli—Sli—Sli—Sli—S[i—Sli—S[i—Sli—Sli—Sli—
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wafer de silicio wafer de silicio

Figura 3.11. Representagdo esquematica das reagdes de wafers de silicio com plasma de oxigénio.

Observou-se que a formacgao de filmes de HA/CHI ou ALG/CHI depositados diretamente
nos substratos € um processo lento, especialmente no caso do vidro, onde poucos grupos
hidroxilas (-OH) estéo disponiveis para a formagao de ligagbes idbnicas com o polimero catiénico
CHI. Em comparacao as laminas de vidro, observou-se que a deposicado de filmes em wafers
de silicio € mais eficaz. A densidade dos grupos disponiveis O- e OH delimitam o processo de
deposigdo no inicio. Os resultados da formacdo de fiimes de CHI3/HA3 e CHI5/HA5S
depositados diretamente em wafers de silicio estdo apresentados a seguir.

A Figura 3.12 mostra a espessura de PEMs de CHI/HA em funcdo do numero de

bicamadas, nas condi¢cdes de pH 3,0 e 5,0, depositados sobre wafers de silicio.
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Figura 3.12. Espessura de PEMs de CHI/HA em fung&o do numero de bicamadas, nas condi¢bes de pH
3,0 ou pH 5,0, e 0 mM NaCl, depositados sobre wafers de silicio. (média de 3 medidas: perfilometria)

Observa-se que, para deposicdo sobre os wafers de silicio, a espessura dos filmes de
CHI3/HA3 e CHI5/HAS5 sdo da mesma ordem de grandeza até aproximadamente 10 bicamadas
(11 nm, 17 nm, respectivamente). Observou-se que filmes de CHI3/HA3 ndo cresceram
uniformemente, e em certas regides do substrato medidas de perfilometria mostraram 0 nm de
espessura, regides nas quais aparentemente ndo houve deposi¢cdo de filmes. Portanto,
acredita-se que os filmes de multicamadas nao foram depositados uniformemente na superficie
durante a deposi¢do das primeiras 10 bicamadas, e a superficie foi completamente recoberta
com camadas poliméricas somente apds as primeiras 10 etapas de deposi¢cdo de bicamadas de
CHI/HA. Acredita-se que a deposicao e o crescimento de multicamadas de CHI/HA ocorrem em
dois regimes de crescimento, independentemente do substrato vidro ou wafer de silicio
utilizado. O primeiro (regime 1) é caracterizado pela formagdo de pequenas deposicbes de
multicamadas isoladas que crescem com a deposigado de polieletrélitos na sua superficie e
também devido a coalescéncia entre estas deposigdes isoladas. O segundo regime (regime II)
ocorre quando a superficie do substrato esta completamente recoberta, com o preenchimento
dos vales, entre os sitios isolados das deposicdes prévias, com multicamadas de CHI/HA. Estes

resultados concordam com os estudos do grupo de Picart (RICHERT et al., 2004 A). Neste
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regime (somente apds 10 bicamadas), a taxa de crescimento é mais acelerada. Os regimes | e

Il estdo representados esquematicamente na Figura 3.13.

# de bicamadas

,_._._._._‘

l

[ ] regime |

l 1-10 bicamadas CHI/HA

m ~10- bicamadas CHI/HA

regime Il

Figura 3.13. Representacdo esquematica dos regimes de crescimento de PEMs de CHI/HA em
substratos solidos.

O crescimento dos fiimes de PEMs de CHI/HA, depositados diretamente em wafers de
silicio, muda drasticamente apds as primeiras 15 bicamadas. As curvas entre 15 e 30
bicamadas apresentam um perfil linear, porém o crescimento do filme em condi¢cbes de pH 5,0
(y = 36,1x - 490, R? = 0,99) é aproximadamente 3 vezes maior em comparagao as condigdes de
pH 3,0 (y = 12,8x - 182, R? = 0,93). Na faixa entre 15 — 30 bicamadas, cada bicamada de
CHI3/HA3 tem uma espessura de aproximadamente 11,64 nm, enquanto cada bicamada de
CHI5/HAS5 tem 36,16 nm de espessura.

O crescimento de bicamadas e a espessura de PEMs sdo governados pelo balango
entre as interagbes segmento-segmento de polieletrdlitos e as interagbes segmento-superficie
(tanto da superficie do substrato como das superficies das camadas anteriores — interagées
entre camadas). Em condi¢gdes onde ha uma baixa carga na cadeia polimérica ou onde existe
uma alta concentragdo ibnica, a repulsdo eletrostatica entre diferentes segmentos de

polieletrélitos é reduzida, o que favorece adsorgdo. Por outro lado, a atragao eletrostatica entre
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o polieletrélito e a superficie carregada com carga oposta é reduzida, o que age contra a
adsorgao de polieletrélitos (KURTH et al., 2002).

A observagado de que PEMs construidas com pH 5,0 crescem a uma taxa maior do que
PEMs em condigdes de pH 3,0 pode ser explicada pela estrutura e conformagao dos polimeros
e as interacbes destes com a superficie da PEM nestas duas condi¢cdes. As interagdes de
segmentos de polieletrolitos-superficie sdo predominantes nesta situagao. O polimero HA tem
uma cadeia polimérica aproximadamente 32,6 vezes maior do que a cadeia da quitosana
(massa molecular HA/massa molecular CHI, 1,63 x 10° g/mol + 5 x 10* g/mol =~ 32,6). Na

condicao de pH 3,0, aproximadamente 50% do grupos de acido carboxilicos de HA (pK, = 2,9)
estdo desprotonados (-COO’) e 50% protonados (-COOH), enquanto os grupos amino da

quitosana (pK, =~ 6,0) estdo praticamente todos protonados (NH3*). Por outro lado, nas

condicdes de pH 5,0, aproximadamente 90-100% dos grupos de acido carboxilicos de HA estéo
desprotonados (-COQ’), enquanto os grupos amino da quitosana também estéo praticamente

totalmente protonados (NH3"). Portanto, existe uma interagdo segmento-superficie
significativamente maior no caso de pH 5,0 em comparagdo com a existente nas condi¢des de
pH 3,0, como mostra esquematicamente a Figura 3.14. O crescimento das multicamadas de
CHI/HA em condigdes de pH 3,0 é mais lento em comparagdo com as condi¢gbes de pH 5,0, o
que é corroborado pelos dados experimentais.

A Figura 3.15 mostra a rugosidade (rms) dos filmes de CHI/HA, obtida através de
medidas de perfilometria, em funcdo do nimero de bicamadas depositadas diretamente sobre
wafers de silicio. Observa-se que a rugosidade destes filmes aumenta substancialmente apos
as primeiras 10-15 bicamadas e, portanto, aproximadamente a partir da mesma regido onde
acredita-se que o recobrimento total do substrato com filmes poliméricos € alcangado. Filmes
de CHI3/HA3 com 25 e 30 bicamadas apresentam rugosidades que sdo 260% e 300% maiores
em comparagao com aquelas dos respectivos filmes de CHI5/HA5, (162 + 20 nm versus 421 + 3
nm, e 195 £ 6 nm versus 587 + 18 nm, respectivamente). Estas observagdes estdo de acordo
com o modelo sugerido para explicar o crescimento das PEMs em condi¢des de pH 3,0 e pH

5,0 esquematicamente apresentado na Figura 3.14.
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Figura 3.14. Representagcbes esquematicas de crescimento de PEMs de CHI/HA em condi¢des de (A)
pH 3,0 e (B) pH 5,0, depositados sobre wafers de silicio.

140 I I I I I I

® CHI3/HA3
o  CHI5/HA5

120 | i

—_
o
(a]
T
—e—i
1

80 L i

40 L . |

Rugosidade do Filme (nm)
3

0 =g ¥ ® ’ 7 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35

N° de Bicamadas

Figura 3.15. Rugosidade (rms) dos filmes de CHI/HA em fung&o do numero de bicamadas depositadas
diretamente em wafers de silicio, preparados em pH 3,0 ou pH 5,0, e 0 mM NaCl. (média de 3 medidas:
perfilometria)

Para avaliar a relagdo entre as rugosidades (rms) dos filmes e suas respectivas
espessuras dos filmes, um grafico de rugosidade/espessura (%) em fungdo do numero de

bicamadas foi construido, apresentado na Figura 3.16. Como se observa na Figura 3.16, a
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razdo rugosidade/espessura do filme diminui com o aumento do nimero de bicamadas até um
minimo alcangado com 10 bicamadas para filmes de CHI3/HA3, € um minimo com 15
bicamadas para filmes de CHI5/HAS5. Apds este minimo as razbes para ambos 0s casos
apresentam um aumento. As razdes rugosidades/espessuras dos filmes de CHI3/HA3 com 15
ou mais bicamadas, apresentam valores na faixa de 34-63 %, que s&o significativamente
maiores em comparagao as razdes observadas para filmes de CHI5/HA5 que apresentam
valores na faixa de 7-18 %.

Para uma deposicdo de CHI/HA diretamente na superficie de wafers de silicio, na
auséncia de NaCl, é preferivel fazer a deposi¢do com pH 3,0, caso a aplicagao requeira que um
certo numero de bicamadas resulte em uma camada fina e rugosa. Por outro lado, para se
obter uma maior espessura e menor rugosidade do filme, com o mesmo numero de bicamadas,

condigdes de preparo de pH 5,0 sao preferiveis.
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Figure 3.16. Percentagem da rugosidade (rms) dos filmes de CHI/HA normalizado pela espessura do
filme respectivo, em fungdo do nimero de bicamadas depositadas diretamente sobre wafers de silicio.
(média de 3 medidas: perfilometria)

Filmes de CHI e HA depositados diretamente sobre vidro tiveram uma adsor¢cdo menor
em comparagao com wafers de silicio, e durante a deposicdo das primeiras 10-15 bicamadas,

nao houve um recobrimento uniforme na superficie do vidro. Portanto, para os estudos
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posteriores, optou-se recobrir as superficies dos substratos de laminas de vidro e de wafer de
silicio com uma pré-camada de polieletrélitos de base/acido fortes PDAC/SPS.

O processo de formagao dos filmes pode ser melhorado depositando uma pré-camada
de filmes de polieletrélitos de base/acido fortes como o PDAC e SPS. O importante ndo é a
escolha dos polieletrélitos para a pré-camada, e sim a obtengdo de uma superficie altamente
carregada para auxiliar na adsorcdo dos filmes de biopolimeros. O filme precursor de
(PDAC4/SPS4)155 + 100 mM NaCl utilizado neste estudo apresentou uma espessura de
aproximadamente 57 nm e uma rugosidade (rms) de aproximadamente 2 nm, através de
medidas de perfilometria. Um exemplo da medida de profilometria para o filme de
(PDAC4/SPS4).5 5 esta apresentado na Figura 3.17.

(A) (B)

Figura 3.17. Medida de perfilometria de filme de (PDAC4/SPS4)4s5 5 depositados sobre laminas de vidro,
(A) imagem optica do filme com ranhura feita com um estilete, (B) grafico de andlise da espessura e
rugosidade (rms) do filme (em angstroms) versus a distancia percorrida pela ponta de diamante (stylus).

O filme de (PDAC4/SPS4),55 depositado sobre vidro é transparente e a formagao deste
filme é altamente reprodutivel. A Figura 3.18 apresenta |aminas de vidro e de wafer de Si
recobertos com a pré-camada de (PDAC4/SPS4)55.

(PDAC4/SPS4)155

(PDAC4/SPS4)155

.

(A) (B)
Figura 3.18. Filmes de (PDAC4/SPS4)4s5 5 depositados sobre (A) vidro e (B) wafer de Si.
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Para realizar uma comparacao entre os métodos de perfilometria e elipsometria para a
determinacéo da espessura dos filmes, foram realizadas medidas de elipsometria como descrito
abaixo.

A Tabela 3.1 mostra os dados da medida de espessura de um filme de
(PDAC4/SPS4).55 através da técnica de elipsometria, tendo como resultados, espessura do
wafer de Si igual a 1 mm e camada de SiO; igual a 10 nm. A camada cauchy e a variavel
Thick.2, na tabela, correspondem a espessura do filme de (PDAC4/SPS4)455, igual a 56,35 nm.
O parametro An.2 representa o indice de refragdo deste mesmo filme, igual a 1,57. MSE (mean
squared error) corresponde ao erro médio quadrado, que para este filme, foi igual a 1,335.
Normalmente, em medidas de elipsometria, um modelo “razoavelmente preciso” tem um valor
de MSE < 10.

Tabela 3.1. Exemplo de uma medida de espessura de um filme de (PDAC4/SPS4)55 com a técnica de
elipsometria.

MSE = 1,335 2 cauchy =56,352 nm
Thick.2 = 56,352+0,0221 1 sio2_jaw =10 nm
An.2 =1,5731+0,000425 Osijaw =1 mm

A Figura 3.19 mostra um exemplo de um grafico de dados experimentais, no que diz
respeito a espessura do filme, ajustados através da técnica de elipsometria para um filme de
(PDACA4/SPS4)55.

Dados Experimentais e Modelados

32 96
1I-’I-:IEtW.’.'JD
30 ST 93
> Bxp AE 707
2 28 90 >
7 g3
26 87
5 3
B 24 84 o
22 - s 81
20 | g
600 700 800 900 1000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.19. Exemplo de um grafico de dados experimentais € modelados de elipsometria para um filme
de (PDAC4/SPS4)4s5 5.
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Para os parametros dos angulos de elipsometria W e A, define-se que 0° < ¥ < 90° e 0°
< A < 360°. A curva verde corresponde aos dados experimentais de W a 70°, enquanto a curva
azul corresponde aos dados experimentais de A, em fungdo do comprimento de onda, A (nm).
Os modelos para W e A sao descritos pelas curvas vermelhas correspondentes a cada variavel.
Observa-se que o modelo utilizado conseguiu reproduzir os dados experimentais
adequadamente.

Para se comparar medidas de espessura dos filmes de HA/CHI, utilizando-se as
técnicas de perfilometria e elipsometria, filmes de HA/CHI com 2, 3, 5, 7, 10, 15, e 20
bicamadas foram depositados em condigées de pH 3,0 e sem NaCl, sobre uma pré-camada de
(PDACA4/SPS4)155 e analisados através destas duas técnicas. A Figura 3.20 mostra os
resultados desta comparagdo entre as espessuras dos filmes, em fungdo do numero de

bicamadas.
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Figura 3.20. Comparacgéo das curvas de crescimento de HA3/CHI3, 0 mM NaCl, através de medidas com
as técnicas de perfilometria e elipsometria.

Observa-se que as duas técnicas fornecem dados de espessura bastante similares.
Notou-se que a modelagem com a elipsometria resultou em espessuras sempre levemente
maiores do que aquelas obtidas pela técnica de perfilometria (em média 41% maior para as

primeiras sete bicamadas, e em média 6% maior na faixa de 10-25 bicamadas). A técnica de
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elipsometria utiliza a luz para a medicao, e portanto a espessura do filme sempre analisada nao
sobre alteragdes durante a medida. Por outro lado, a perfilometria aplica uma forga com a ponta
de diamante sobre a superficie do filme, que pode causar uma leve reducdo da espessura no
momento da medida. O crescimento destes filmes aparenta ser exponencial até 10 bicamadas
e linear apos esse numero de bicamadas. Ja que a técnica de perfilometria € mais simples em
termos de execugéo, as analises posteriores de espessura e rugosidade dos filmes produzidos
foram realizadas com um perfildmetro.

O préximo passo do estudo foi avaliar o efeito do pH e da presenga de NaCl na
formacao das PEMs de HA/CHI. Ensaios de deposicao de multicamadas de HA e CHI sobre a
pré-camada de (PDAC4/SPS4)s5 foram realizados variando o pH (3,0 versus 5,0) e
concentragdo de NaCl nas solugdes poliméricas (0 versus 100 mM). A Figura 3.21 mostra
curvas de crescimento para bicamadas de HA e CHI depositados sobre vidro-(PDAC4/SPS4 )45 5

nas condigdes de pH 3,0 e pH 5,0, na presenca e auséncia de 100 mM de NaCl nas solugbes

poliméricas.
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Figura 3.21. Espessura de PEMs de HA/CHI em fungédo do numero de bicamadas, nas condi¢ées de pH
3,0 e pH 50, 0 mM e 100 mM NaCl, depositados sobre laminas de vidro com uma pré-camada de
(PDAC4/SPS4)55. (média de 7 medidas: perfilometria)

Filmes preparados com NaCl tiveram um crescimento maior em comparagao com filmes

preparados na auséncia de NaCl, como esperado. Na auséncia de NaCl, filmes preparados
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com pH 3,0 sdo menos espessos que aqueles preparados com pH 5,0. Interessantemente notar
que, na presenca de 100 mM, esse comportamento se inverte, sendo que os filmes preparados
com pH 3,0 apresentam uma espessura maior em comparacao aos filmes com pH 5,0.

A concentragdo de NaCl nas solugdes de polieletrélitos tem uma grande influéncia na
quantidade de polimero adsorvido na superficie e na taxa de adsorcdo. A quantidade de
polieletrélito adsorvido aumenta com o aumento na concentragédo de sal (forgca idnica) (até um
limite maximo da concentracdo de sal), o que se deve a conformagéo das cadeias poliméricas.
Em solugdes de baixa concentragdo de sal, as cargas ao longo da cadeia de polieletrélitos se
repelem, fazendo com que a cadeia polimérica figue em uma conformacgao esticada. Com o
aumento da concentragdo de sal, as cargas ao longo da cadeia de polieletrdlitos séao
bloqueadas e o polieletrélito se torna mais flexivel e com uma forma mais enovelada e, assim,
com um maior raio de giro. A adsorgéo de cadeias enoveladas resulta em um maior numero de
loops e tails e, portanto, em multicamadas mais espessas (KURTH et al., 2002). Esse
comportamento foi observado nas multicamadas de CHI/HA. A Figura 3.22 mostra uma
representacao esquematica das conformacgdes das cadeias poliméricas de CHI e HA, ilustrando

esse comportamento.

L L S o S

+ + - E

S HA 0 mM NaCl pH 3,0
CHI 0 mM NaCl pH 3,0

L S L + o+ . S S
+F v+ T s P T 4 F e R
CHI 0 mM NaCl pH 5.0 HA 0 mM NaCi PH 5.0

CHI 100 mM NaCl DH 3‘0 HA 100 mM NaCl pH 3,0

CHI 100 mM NaCl pH 5,0 HA

100 mM NaCl pH 5,0

(A) (B)

Figura 3.22. Representacao esquematica da conformagao das cadeias poliméricas, de (A) CHI e (B) HA,
em solugdes preparadas na auséncia e na presenca de NaCl, e em pH 3,0 e pH 5,0.
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A Figura 3.23 mostra a rugosidade de filmes (nm) de (CHI3/HA3) e (HA5/CHI5)
depositados em Iaminas de vidro-(PDAC4/SPS4)455, na auséncia e presenga de 100 mM NacCl,
em fungdo do numero de bicamadas. Comparando-se os resultados apresentados na Figura
3.23 com resultados obtidos anteriormente (Figura 3.15) - nos quais os filmes depositados, na
auséncia de NaCl, mostravam uma rugosidade (rms) maior para filmes depositados em pH 3,0
em comparacao aos filmes depositados em pH 5,0 - verifica-se que o comportamento se
mantém também para fiimes com a presenca de NaCl, isto é, fiimes com pH 3,0 sdo mais
espessos que filmes com pH 5,0. A Figura 3.23 mostra que esse comportamento &, agora, mais
pronunciado e que existe uma contribuicdo adicional devido a presenca de NaCl que é
evidenciada pelo distanciamento mais precoce e pronunciado, entre as espessuras, isto é, para
um numero de bicamadas bem menor, a espessura dos filmes em pH 3,0 ja € bem maior do
que para os filmes com pH 5,0, na presenga de NaCl. Para o caso dos filmes (HA3/CHI3) com
100 mM NaCl, a rugosidade aparenta ter um comportamento de saturagao apos a deposigao de
20-25 bicamadas.
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Figura 3.23. Rugosidade (rms) de filmes (nm) de (CHI3/HA3) e (HA5/CHI5) na auséncia e presencga de
100 mM NaCl em fung&o do numero de bicamadas. (depositados em laminas de vidro-(PDAC4/SPS4)+s5 5
; média de 7 medidas de perfilometria)
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Na tentativa de se obter filmes de HA/CHI com uma espessura ainda maior, preparados
através da variacdo do pH das solugdes poliméricas, filmes de HA3/CHI6, 0 mM NaCl, foram
depositados em wafers de Si recobertos com a pré-camada de (PDAC4/SPS4)55. A Figura
3.24 mostra a espessura e rugosidade destes filmes em fungédo do nimero de bicamadas.

E importante destacar que pode haver uma complexagdo indesejavel dentro dos
recipientes das solugdes poliméricas, gerando precipitados na solug&o, durante o preparo de
filmes HA3/CHI6. A solubilidade da CHI em agua com um pH préximo do seu pKa = 6,0 (em
uma solugdo de 0,1 M acido acético) pode ser problematica (CLELAND et al., 1982,
DENUZIERE et al., 1996, LACPIK et al., 1998). Isso foi observado quando as solugdes de
lavagem foram preparadas com o mesmo pH das solugdes de polimeros. Em vista disso, as
trés solugcdes de lavagem para HA tiveram o pH ajustado para 3,0, e as solugbes de lavagem

para CHI tiveram o pH ajustado para 6,0.
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Figura 3.24. Espessura e rugosidade de filmes de HA3/CHI6, 0 mM NaCl, depositados em wafers de Si
recobertos com a pré-camada de (PDAC4/SPS4)455 em funcdo do numero de bicamadas. (média de 3
medidas: perfilometria)

De fato, houve complexagédo na solugao de HA, que pode ser observada na Figura
3.25(A), que mostra os béqueres contendo as solu¢des de HA e CHI apds a deposigao de 20
bicamadas. Os filmes produzidos nestas condigbes nao apresentaram uniformidade devido a

esta complexacgdo. Ja a Figura 3.25(B) mostra as solugbes de HA e CHI apds a deposicao de
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20 bicamadas, onde o pH das trés solugbes consecutivas de lavagem para CHI foram
modificados para valores iguais a 6,0, 3,00 e 3,0, respectivamente. A
contaminacao/complexagdo na solugcdo de HA n&o foi observada quando se utilizou pHs
diferentes nas solugdes de lavagem. Os filmes preparados foram significativamente mais
uniformes, em comparagao aos filmes da primeira tentativa, os quais foram analisados (Figura
3.26).

(A) (B)

Figura 3.25. Béqueres contendo solugbes de HA3 e CHI6 para a formacao de PEMs, apos a deposicéao
de 20 bicamadas: (A) HA3 com trés solugdes de lavagem com pH 3,0, e CHI6 com todas as solugdes de
lavagem com pH 6,0; (A) HA3 com trés solugdes de lavagem com pH 3,0, e CHI6 com trés lavagens
consecutivas com pH 6,0, pH 3,0, e pH 3,0, respectivamente.

A Figura 3.26 mostra filmes de HA/CHI preparados com a escolha de parémetros de

deposigao, como descrito acima.

. ‘ . ‘

(A) (B)

Figura 3.26. Filmes de (HA3/CHI6),, preparados com (A) todas as solugdes de lavagem de CHI com pH
6,0, e (B) com uma solugdo de lavagem com pH 6,0, seguida de duas solu¢des de lavagem com pH 3,0
para CHI.
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Observa-se, nitidamente, a olho nu, que o filme apresentado na Figura 3.26(B) é mais

uniforme em comparagao com filme apresentado na Figura 3.26(A).

3.3.2 Angulo de Contato das PEMs de HA/CHI

A influéncia da presenca de NaCl nas solugdes poliméricas, para a producédo das PEMs,
também foi avaliada. Escolheu-se preparar as multicamadas com pH 3,0 para avaliar este
efeito. A Figura 3.27 mostra &ngulos de contato estaticos de agua Milli-Q (pH 5,7) em fungéo
do numero de bicamadas dos filmes de CHI3/HA3 depositados (na auséncia e na presencga de
100 mM NaCl) em ldminas de vidro com uma pré-camada de (PDAC4/SPS4),s5s.
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Figura 3.27. Angulos de contato estaticos de agua Milli-Q (pH 5,7) em filmes de CHI3/HA3 depositados
(na auséncia e na presenga de 100 mM NaCl) em laminas de vidro com uma pré-camada de
(PDAC4/SPS4)55. (média de 7 medidas: gonidmetro)

Observa-se que no caso da auséncia do NaCl (curva vermelha), o angulo de contato
estatico com agua na superficie de (PDAC4/SPS4)+5 5 decresce do valor aproximado, inicial, de
46°, para aproximadamente 22° apds a deposigdo de 3 bicamadas de (HA3/CHI3). A partir
desse ponto ha uma reversao do processo, isto é, o dngulo de contato cresce em fungédo do
aumento do numero de camadas depositadas, atingindo um patamar de saturacdo de

aproximadamente 40° em 15 camadas, valor que decresce para aproximadamente 38° com 25
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camadas. Nota-se que o valor dos angulos de contato no intervalo entre 10 e 25 camadas
depositadas, ndo difere muito. Acredita-se que a queda do angulo de contato com a deposigéo
de algumas bicamadas (i.e. 2, 3, 5, 7) é provavelmente devido a estrutura local dos filmes, com
crescente hidrofilicidade, no inicio da deposi¢cdo, quando o crescimento da espessura do filme
apresenta um comportamento exponencial. Quando o crescimento do filme passa a ser linear
(ap6s 10 bicamadas), os angulos de contato se estabilizam. Ao contrario do que foi observado
para PEMs de (HA3/CHI3) sem NaCl, as multicamadas de (HA3/CHI3) com 100 mM NaCl
mostram um decréscimo menos pronunciado no valor do angulo de contato em fungao do
nimero de camadas depositadas. O valor aproximado de 49° - obtido na superficie de
(PDAC4/SPS4)55 - decresce para 38° com a deposi¢do de 10 bicamadas, onde atinge seu
valor minimo, passando a partir dai a crescer levemente atingindo um patamar de
aproximadamente 42° em 25 camadas. Ja que o angulo de contato reflete a hidrofilicidade de
uma superficie, observa-se que filmes de (HA3/CHI3) preparados na auséncia de sal sdo mais
hidrofilicos em comparagdo aos filmes com NaCl. Esse comportamento &, provavelmente,
também um reflexo das conformacdes dos polieletrdlitos, nessas duas condigdes. Sabe-se que
as PEMs depositadas sdo mais espessos e que apresentam um numero maior de /oops e tails,
0 que resulta em uma area superficial maior do filme, criando, consequentemente, uma maior
exposicdo das partes hidrofébicas das cadeias poliméricas, em particular do HA. Esse
comportamento se deve a blindagem de cargas dos polieletrdlitos pelo sal, resultando em uma
reducdo da forca de adesdo entre os polimeros, da mesma forma em que a blindagem das
cargas positivas da CHI, resulta em filmes mais hidrofébicos em comparagdo aos filmes
preparados na auséncia de sal. Observagbes similares de comportamento de angulos de
contato também foram constatadas para filmes de (HA5/CHI5) sem e com NaCl, depositados
em superficies de (PDAC4/SPS4)55. Aparentemente, o ponto minimo observado em medidas
de angulos de contato sugere a mudanga do regime de crescimento do exponencial para o

linear (10 bicamadas para este para ambos os casos HA3/CHI3 ou HA5/CHI5).

3.3.3 FTIR das PEMs de HA/CHI

As caracteristicas dos filmes, tais como a apresentagdo de seus grupos funcionais no
seu interior e na sua superficie, sdo importantes para se obter funcionalidades especificas,
como interagcbes com células, apresentacdo de propriedades hidrofilicas, hidrofébicas, ou
oleofébicas, etc. Para se obter uma estimativa dos grupos de acido carboxilicos protonados e
desprotonados (COOH, COO-), presentes nas cadeias poliméricas do HA, assim como

avaliagdo da influéncia do pH de deposicdo nas multicamadas resultantes, foi realizado um
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estudo de FTIR dos filmes de (HA3/CHI3) e (HA5/CHI5) depositados em janelas de ZnSe, cujos
resultados estdo apresentados na Figura 3.28. Apos a aquisicdo dos dados, as curvas do

grafico foram desconvoluidas, e as areas das gaussianas relativas aos picos representativos
dos grupos COOH (usualmente ~1710 cm™; deslocada no grafico para ~1730 cm™) e COO’

(~1550 cm™") foram calculadas e comparadas.
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Figura 3.28. Absorbancia (unidades arbitrarias) versus comprimento de onda (cm'1) para filmes de
(CHI3/HA3),5 e (CHI5/HAS),5 depositados sobre janelas de ZnSe.

O grafico da Figura 3.28, mostra que as medidas de FTIR para filmes de (HA3/CHI3),5 e
(HA5/CHI5)5, depositados em substratos de ZnSe, indicam que aproximadamente 21% e 7%
dos grupos de acidos carboxilicos, presentes no HA (respectivamente para HA3/CHI3),s e
(HAS/CHI5)25), estavam protonados. Isso sugere que existem mais segmentos de HA
disponiveis, para interagir com outras biomacromoléculas, nas condigdes de preparo com pH
3,0.

3.3.4 Adsorgiao de Corantes e UV-Vis das PEMs de HA/CHI
Para uma avaliagdo qualitativa da presenca de grupos funcionais amino (da CHI) e de

grupos acidos carboxilicos livres (do HA), nas multicamadas, foram realizados testes com
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corantes especificos, juntamente com analises de espectroscopia UV-Vis. A Figura 3.29 mostra
exemplos da incorporagdo do corante azul de alciano (especifico para se ligar aos grupos
acidos carboxilicos desprotonados, presentes no HA), durante 15 min para todas as amostras
de PEMs, em filmes de HA/CHI com 100 mM NaCl e a Figura 3.30 (normalizada no
comprimento de onda = 500 nm) mostra as respectivas absorbancias em fungdo do numero de

camadas depositadas.

55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5

Figura 3.29. Imagens de laminas de vidro contendo filmes de HA3/CHI3, 100 mM NaCl, com a
incorporacéo do corante azul de alciano em fung¢do do nimero de bicamadas (0,5 - 9,5) depositadas.

E importante destacar a alternancia da intensidade do corante nos filmes de HA/CHI em
fungdo da ultima camada depositada, CHI versus HA, observado na Figura 3.29.

Como se observa na Fig. 3.30, o pico da absorbancia do azul de alciano (A = 617 nm) é
de aproximadamente 0,2 u.a. para uma unica camada de acido hialurénico depositado na pré-
camada de PDAC/SPS. Com a deposicao de uma camada de quitosana, observa-se que o pico
se reduz para aproximadamente 0,15, o que significa que ha também uma diminuicdo do
numero de acidos carboxilicos livres no filme. A diminuicdo da cor azul com a deposicao de
uma camada adicional de CHI, sobre a camada de HA, é aparente como pode ser observado
na Fig. 3.29.
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Figura 3.30. Absorbancias de laminas de vidro contendo filmes de HA3/CHI3, 100 mM NaCl, com a
incorporacéo do corante azul de alciano, em fungdo do numero de bicamadas (0,5 - 9,5) depositadas.

Este comportamento - de uma maior absorbancia de azul de alciano como
consequéncia de uma camada adicional de HA (adicdo de grupos de acidos carboxilicos) e de
uma reducdo na intensidade da absorbancia como consequéncia de uma camada adicional de
CHI, (complexando e assim reduzindo o numero de &cidos carboxilicos com a interacéo de
grupos amino da CHI como camada final) - foi observado para todas as multicamadas
preparadas. As curvas nao identificadas na Figura 3.30 seguem a mesma escolha de notagao
daquelas identificadas, isto €, curvas vermelhas significando terminagdo com CHI e curvas
azuis com terminacdo em HA, para as camadas subsequentes.

Uma parte complementar deste estudo estd descrita no Capitulo 4, onde foram
avaliadas as absorbancias de corantes para grupos de acidos carboxilicos (azul de alciano) e
para grupos amino (rosa de bengala), para filmes de HA/CHI em diferentes condi¢des de pH

(3,0 versus 5,0) e de concentragédo de NaCl ( 0 mM versus 100 mM).
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3.3.5 Microscopia de Forga Atomica (MFA) das PEMs de HA/CHI
Filmes de HA/CHI, preparados com pH 3,0 ou 5,0, na auséncia ou na presenga de 100
mM NacCl, foram depositados na superficie da pré-camada de (PDAC4/SPS4)55 e analisados

com medidas de MFA. As analises foram realizadas em filmes secos. A Figura 3.31 apresenta

imagens de MFA dos filmes analisados.

Figura 3.31. Imagens MFA (5 um x 5 um) de filmes de (a) (PDAC4/SPS4):55, (b) (PDAC4/SPS4)45 5
(HA3/CHI3)3, (c) (PDAC4/SPS4)455-(HA3/CHI3);3 5, (d) (PDAC4/SPS4)455-(HA3/CHI3)3, 100 mM NaCl, (e)
(PDAC4/SPS4)55-(HA3/CHI3)35, 100 mM NaCl, (f) (PDAC4/SPS4)55-(HA5/CHIS);,  (9)
(PDAC4/SPS4)55-(HAS/CHI5); 5, (h) (PDAC4/SPS4)155-(HA5/CHIS5);, 100 mM NaCl.
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A pré-camada de (PDAC4/SPS4)s5 € caracterizada por uma superficie contendo um
grande numero de picos finos, baixos e alongados, resultando em uma rugosidade (rms) de
aproximadamente 2 nm. A deposicdo das multicamadas de (HA3/CHI3); e depois
(HA3/CHI3);3 5, reduz o niumero de picos na superficie, porém aumenta a rugosidade (picos com
tamanhos maiores). A presenca de NaCl durante o processo de deposicdo tem grande
influéncia na superficie resultante das PEMs, onde ocorre um aumento da rugosidade e um
alisamento da superficie, com picos de formas mais arredondadas. A mudanca de pH, de 3,0
para 5,0, também muda a superficie das PEMs. Filmes preparados com pH 5,0, na auséncia de
NaCl, apresentam superficies mais lisas e com rugosidade comparavel ou menor aquela
observada nos filmes produzidos com pH 3,0. A presenca de NaCl nas preparagdes com pH 5,0
aumenta consideravelmente o tamanho dos picos arredondados.

Imagens de MFA, contendo a altura e rugosidade para todas as amostras, foram
exportadas em formato TIFF com o objetivo de realizar analises mais detalhadas. Como

exemplo, a Figura 3.32 apresenta essa analise para o filme de (PDAC4/SPS4)55-(HA3/CHI3);.

A) e ) o
Figura 3.32. Analise de MFA contendo (A) a altura e (B) a rugosidade para um filme de
(PDAC4/SPS4)45 5-(HA3/CHI3)s.

A rugosidade dos filmes, medida através de MFA, esté apresentada na Figura 3.33.
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Figura 3.33. Rugosidade dos filmes de (PDAC4/SPS4)55 e HA/CHI preparados com pH 3,0 e pH 5,0,
com ou na auséncia de 100 mM NacCl, nas solugbes poliméricas (medidas efetuadas através de MFA).

Como se observa no grafico da Figura 3.33, a pré-camada de (PDAC4/SPS4)s5
apresentou uma rugosidade de aproximadamente 3,0 = 0,5 nm. A deposicdo de 3 bicamadas
de HA3/CHI3 resultou em uma rugosidade de 6,7 + 0,9 nm, que corresponde a uma rugosidade
2,2 vezes maior em comparagdo com a rugosidade inicial da camada de (PDAC/SPS)i55. A
deposicdo de uma camada adicional de HA, no sistema (HA3/CHI3);, aumentou a rugosidade
da superficie em aproximadamente 1,96 nm, resultando em uma rugosidade de 8,7 = 0,9 nm.
Observou-se que a rugosidade para filmes HA/CHI depositados com pH 5,0 foi
significativamente menor em comparagéo aos filmes preparados com pH 3,0, onde filmes de
HA5/CHI5 com 3 e 3,5 bicamadas apresentaram rugosidades de 3,1 + 0,3 and 3,7 + 0,9,
respectivamente. Em geral, a presenca de 100 mM NaCl nas solugbes de preparo resultou em
filmes com uma rugosidade maior, em comparacgéo aos filmes preparados na auséncia de NaCl,
exceto para o caso de pH 3,0, em que a rugosidade diminuiu cerca de 28% quando foi
adicionada uma ultima camada HA, indo de 10 + 1 nm para 7,2 + 0,9 nm. Existe a possibilidade

de que polimeros presentes dentro do filme de multicamadas possam estar difundindo para fora
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do filme, com a subsequente perda dos polimeros CHI e HA, como observado por Richert et al.
(RICHERT et al., 2004 A). Analises de perfilometria também apresentaram uma reducéo da
espessura total do filme com a adigcdo de uma camada de HA. Os filmes (HA3/CHI3); com 100
mM NaCl apresentaram rugosidades de aproximadamente 54 % maiores, comparadas as dos
filmes sem NaCl. Os filmes de (HA5/CHI5); com 100 mM NaCl apresentaram os maiores
valores de rugosidade dentre os filmes estudados (16,7 + 2,2 nm). Estes filmes eram

aproximadamente 62% mais rugosos do que os filmes preparados com pH 3,0.

3.3.6 QCM-D das PEMs de HA/CHI

A construcao do filme de HA/CHI foi monitorada com uma microbalang¢a de quartzo com
dissipacao (QCM-D) in situ. Para as medidas de QCM-D, uma reducdo na frequéncia é
proporcional a massa depositada sobre a superficie, e um aumento na energia de dissipagao
indica uma redugédo do médulo elastico de cisalhamento do filme.

A Figura 3.34 mostra os dados de QCM-D para os filmes de HA/CHI depositados na
auséncia e na presenca de 100 mM NaCl. As anotagdes de HA e CHI nos graficos mostram o
momento de adsorgéo destes polimeros - onde ocorre uma redugéo na frequéncia (o que indica
um aumento de massa) - seguidos das etapas de lavagem (rinse).

A presenca de NaCl tem uma grande influéncia no comportamento de deposi¢cao dos
filmes de CHI/HA. A quantidade de polimero, adsorvida e removida, em cada etapa, aparenta
ser maior para o processo que contém sal comparado com o que ndo contém. Aparentemente,
uma quantidade maior de polimero adsorve sobre 0 mesmo numero de bicamadas quando sal é
utilizado - resultado da blindagem dos grupos i6nicos dos polimeros, pelo sal. Quanto a parte
mecanica dos filmes produzidos na presenca de NaCl, esta parece nao sofrer influéncia do HA,
exibindo uma reducdo no moédulo elastico somente quando em contato com a CHI. Filmes
construidos sem sal mostram uma reducdo no modulo, em cada etapa de adsor¢éo. Para a
adsorcdo de HA existem, aparentemente, duas taxas de redugdo no moddulo, enquanto que
para CHI parece haver apenas uma redugao, Unica e rapida. Em ambos os casos, sem e com
sal, apds as primeiras trés bicamadas, cada deposi¢cdo adicional resulta em uma variagcdo de
frequéncia maior, indicando uma crescente adsor¢ao dos polimeros com o aumento do nimero
de multicamadas. Estes resultados corroboram estudos, apresentados na literatura, para
multicamadas de HA/CHI (KOVACEVIC et al., 2002; RICHERT et al., 2004 B).
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Figura 3.34. Dados de QCM-D (Frequéncia e Dissipagao em fungédo do tempo e numero de camadas
depositadas) de filmes de (HA3/CHI3) depositados com (A) 0 mM NaCl e, (B) 100 mM NaCl nas solugdes
poliméricas.

As medidas de dissipacdo de energia também mostram resultados significativamente
diferentes para filmes construidos sem ou com 100 mM NaCl. Observa-se que para os filmes
sem NaCl, apds a primeira deposicao de HA, todas as adsor¢cdes subsequentes de HA mostram
um aumento na dissipacdo durante a etapa de adsor¢&o, o qual acredita-se esteja relacionado
com a hidratagcao da nova camada de HA sobre a superficie. Por outro lado, na adsorgcédo de
HA, para filmes com NaCl, observa-se um aumento rapido da dissipagédo, seguido por um
decréscimo que eventualmente se estabiliza. A absor¢cdo de CHI é similar na auséncia e na

presenca de NaCl — a dissipagdo aumenta e rapidamente atinge um estado estacionario.
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Durante as etapas de lavagem, os filmes preparados com NaCl apresentam um comportamento
mais complexo na variagdo da energia de dissipacdo, onde grandes diminuicées no parametro
de dissipacdo indicam que existe a possibilidade da ocorréncia de desidratacdo com
subsequente enrijecimento de todo o filme (um colapso do filme). Dados de dissipagéo, para
filmes preparados na auséncia de NaCl, mostram que uma camada polimérica adicional resulta
em um filme mais rigido. Esse comportamento ndo é sempre observado para os filmes na
presenca de NaCl, onde uma camada adicional de HA pode resultar em um filme ligeiramente
menos rigido.

A modelagem dos parédmetros QCM-D para a deposicdo de sete bicamadas dos
sistemas HA3/CHI3 — 0 mM NaCl e HA3/CHI3 — 100 mM NacCl, utilizando o 3° e 5° overtones,

esta representada nas Figuras 3.35 e 3.36, respectivamente.
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Figura 3.35. Modelagem (pontos pretos) das curvas de frequéncia (curva azul) e dissipagao (curva
vermelha) para medidas de QCM-D para a deposigéo de 7 bicamadas de (HA3/CHI3) sem NaCl.
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Figura 3.36. Modelagem (pontos pretos) das curvas de frequéncia (curva azul) e dissipagao (curva
vermelha) para medidas de QCM-D para a deposigéo de 7 bicamadas de (HA3/CHI3) com 100 mM NaCl.

A modelagem da espessura, através do modelo de Voigt, para o sistema de HA3/CHI3 —
0 mM NaCl e HA3/CHI3 — 100 mM NaCl estd apresentada nas Figuras 3.37 e 3.38,

respectivamente.
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Figura 3.37. Modelagem de espessura para medidas de QCM-D para a deposi¢cdo de 7 bicamadas de
(HA3/CHI3) sem NaCl.
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Figura 3.38. Modelagem de espessura para medidas de QCM-D para a deposi¢cdo de 7 bicamadas de
(HA3/CHI3) com 100 mM de NaCl.

A Figura 3.39 mostra a comparagao das espessuras modeladas para os sistemas HA3/CHI3

sem e com 100 mM NaCl.
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Figura 3.39. Comparacdo da modelagem de espessura para medidas de QCM-D para a deposi¢do de
sete bicamadas de (HA3/CHI3) com 100mM de NaCl (curva verde) e sem NaCl (curva azul).
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As estimativas feitas através do modelo de Voigt ddo as espessuras médias do filme
inteiro, incluindo qualquer liquido que esteja incorporado dentro do filme. Portanto, a massa
analisada é a massa total (massa seca + liquido incorporado).

Especificamente, para as etapas subsequentes da adsor¢ao de CHI, nas condicdes com
100 mM NaCl, a frequéncia aumenta durante a etapa de lavagem, indicando perda de massa
ou perda de agua. Este fenbmeno pode ser devido a uma combinagdo de fatores.
Possivelmente devido a efeitos do meio continuo da solugéo (bulk), que significa que tanto a
frequéncia, quanto a dissipagdo mudam devido a diferenga das propriedades do meio continuo
da solugéo (bulk), e nesse caso, seriam semelhantes para os dois tipos de solugéo, onde a
influéncia ocorre na superficie. Essa constatacao poderia ser verificada fazendo uma corrida
sobre um cristal sem recobrimentos, onde solugdes de pH 3,0, sem e com NaCl (na auséncia
de polimeros) fossem analisadas no sistema QCM-D, uma ap6s a outra. Caso houvesse uma
mudanca nos valores de frequéncia e dissipagao alternando as solugdes, isso indicaria que as
duas solugdes apresentam viscosidades e densidades diferentes que afetam os valores de
frequéncia e dissipacdo. Esse comportamento também pode ser explicado pelo rearranjo das
camadas poliméricas durante a etapa de lavagem. As cadeias poliméricas podem estar se
rearranjando para encontrar a conformagao mais favoravel, e de minima energia, quando estas
sdo enxaguadas com uma solugao sem a presenca de NaCl. Esse processo também pode
envolver a perda do liquido, presentes no interior do filme. Aparentemente as camadas
poliméricas ficam com uma estrutura mais rigida durante o processo de lavagem, indicado pela
diminuicdo dos valores da dissipagao, assim como pela diminuicdo da separagao entre varias
curvas de overtone. Como ultimo fator, pode estar havendo perda de polimeros que estdo
levemente adsorvidos no filme durante a etapa de enxague, especialmente CHI, que é um
polimero que tem a possibilidade de difusdo dentro das PEMs. Estes experimentos também

demonstram que a presenga de NaCl promove o crescimento das PEMs.

3.3.7 Sistemas ALG/CHI e CMC/CHI

Além do sistema HA/CHI, dois outros sistemas de polimeros foram estudados, sendo
eles os sistemas de ALG/CHI e CMC/CHI. A Figura 3.39 mostra curvas de crescimento para
bicamadas de ALG e CHI depositadas sobre vidro-(PDAC4/SPS4)5 5, nas condigdes de pH 3,0,
na presencga e auséncia de 100 mM de NaCl nas solugdes poliméricas, e de pH 5,0 na auséncia
de NacCl.
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Observa-se que filmes de ALG3/CHI3 apresentam uma espessura maior em relagao aos
filmes preparados com pH 5. Como esperado, a presenga de 100 mM NaCl resultou no
aumento da espessuras dos filmes de ALG3/CHI3, repetindo o comportamento observado no
sistema HA/CHI. Como comparacgao, é importante destacar que a espessura de um filme de
(ALG3/CHI3);s + 100 mM NaCl (espessura de ~ 100 nm) é seis vezes menor do que a
espessura de um filme de (HA3/CHI3);s + 100 mM NaCl (espessura de ~ 620 nm). Esse

resultado é esperado pela diferenca de tamanho dos polieletrélitos HA e ALG.
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Figura 3.40. Espessura de PEMs de ALG/CHI em fungédo do niumero de bicamadas, nas condi¢des de pH
3,0 e pH 5,0, 0 MM NaCl e com 100 mM NaCl, depositados sobre laminas de vidro com uma pré-camada
de (PDAC4/SPS4)455. (média de 3 medidas: perfilometria)

A Figura 3.41 mostra rugosidades para os filmes de ALG e CHI depositados sobre vidro-
(PDAC4/SPS4)455 nas condigdes de pH 3,0 na auséncia e na presenga de 100 mM de NaCl nas
solugdes poliméricas, e de pH 5,0 na auséncia de NaCl. Observa-se que filmes preparados com
pH 3,0 apresentam uma maior rugosidade em comparagao aos filmes preparados com pH 5,0.
A presenga de 100mM de NaCl na preparagdao de PEMs com pH 3,0 resultou na diminuicdo da
rugosidade dos filmes de ALG3/CHI3.
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Figura 3.41. Rugosidade de PEMs de ALG/CHI em fungédo do numero de bicamadas, nas condi¢gbes de
pH 3,0 e pH 5,0, 0 mM NaCl e 100 mM NaCl, depositados sobre Idminas de vidro com uma pré-camada
de (PDAC4/SPS4)455. (média de 3 medidas: perfilometria)

Filmes de CMC4/CHI4 também foram estudados. A Figura 3.42 mostra a curva de
crescimento para bicamadas de CMC e CHI depositadas sobre vidro-(PDAC4/SPS4)455 nas
condigdes de pH 4,0, na auséncia de NaCl. Filmes de CMC4/CHI4 mostraram a menor
variagcao de espessura em fungdo do numero de camadas depositadas.

Os filmes de CMC/CHI apresentam os menores valores de rugosidade dentre todos os
filmes de PEMs estudados neste trabalho. Como exemplo, um filme de (CMC4/CHI4)s, com
uma espessura de 122,72 + 0,04 nm apresentou uma rugosidade de apenas 0,6 £ 0,1 nm
(média de experimentos em ftriplicata), quando todos os demais filmes, estudados neste

trabalho, apresentaram rugosidade na faixa de 3 a 17 nm, aproximadamente.
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Figura 3.42. Espessura de PEMs de CMC/CHI em fungdo do niumero de bicamadas, nas condigbes de
pH 4,0, 0 NaCl, depositados sobre laminas de vidro com uma pré-camada de (PDAC4/SPS4)55. (média
de 3 medidas: perfilometria)

Para se avaliar qualitativamente a quantidade de grupos de acido carboxilicos livres
presentes nos diferentes sistemas de PEMs, filmes de HA3/CHI3, CMC4/CHI4, e ALG3/CHIS3,
todos com 3 bicamadas, foram corados com azul de alciano e analisados
espectroscopicamente. Todos os filmes foram imersos durante 15 minutos na solugcdo de
corante azul de alciano - tempo considerado suficiente para que os sistemas entrassem em
equilibrio - enxaguados com agua Milli-Q, secos com nitrogénio, e analisados. A Figura 3.43
mostra, a absorbancia na faixa de 300 a 800nm do azul de alciano. Observa-se que o filme que
contém o maior niumero de grupos de acido carboxilicos livres é o sistema de CMC4/CHI4,
seguindo dos sistemas HA3/CHI3 e ALG3/CHI3. Este exemplo demonstra que a escolha dos
componentes, assim como parametros de deposi¢do, tal como variagdo no pH, pode ser
utilizada para se obter uma propriedade especifica das PEMs de interesse, neste caso, de

disponibilidade de acido carboxilicos livres e disponiveis para subsequentes reacdes.
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Figura 3.43. Absorbancia de azul de alciano (alcian blue) em filmes de (HA3/CHI3);, (CMC4/CHI4); e
(ALG3/CHI3);.

3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Os testes acima descritos quanto a preparagdo e a caracterizagdo de PEMs dos
biopolimeros CHI, HA, ALG, e CMC foram fundamentais para planejar a fabricagdo de filmes
com multicamadas, para aplicagdes especificas. A primeira aplicagdo envolveu a preparagao de
multicamadas de HA/CHI para adesado de linfocitos B, descrita no Capitulo 4. A segunda
aplicagédo tratou da preparacdo de superficies antibacterianas, também com multicamadas
HA/CHI descrita no Capitulo 5. Ficou demonstrado que as caracteristicas das superficies
receptoras da deposi¢do das multicamadas s&o de grande importancia, como observado na
obtencado de PEMs mais uniformes quando depositados sobre uma pré-camada de PDAC/SPS.
Foi observado que a presenga de NaCl promove um maior crescimento das PEMs e que as
PEMs de HA/CHI tem maior rugosidade em comparacdo aos PEMs de ALG/CHI e CMC/CHI.
Observou-se que filmes de CMC/CHI apresentam uma presenga maior de grupos funcionais de
acidos carboxilicos livres e disponiveis em comparagao aos outros sistemas de ALG/CHI e
HA/CHI.
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CAPITULO 4

MULTICAMADAS DE POLIELETROLITOS PARA PROMOVER A
IMOBILIZAGAO DE LINFOCITOS B

Esse capitulo foi em parte adaptado do trabalho publicado: VASCONCELLOS et al.,
2010, intitulado “Bioactive Polyelectrolyte Multilayers: Hyaluronic Acid Mediated B Lymphocyte
Adhesion”, Biomacromolecules, 2010; 11(9): 2407-2414.

4.1 INTRODUCAO

Estratégias para imobilizar células ndo-aderentes do sistema imune, em superficies, sao
de grande interesse para estudos imunolégicos fundamentais, fabricagdo de biossensores a
base de células e aplicagcbes de engenharia para o sistema imune. Poucos métodos de
imobilizagao de células do sistema imune tém sido descritos na literatura (KIM et al., 2004 A,
KIM et al., 2006). Kim e colaboradores apresentaram um método nao-litografico para se obter
padroes de células B utilizando uma padronizacdo microscépica de polimeros sintéticos, e
utilizando interagdes especificas com anticorpos ou biotina-estreptavidina para a adesao das
células B (KIM et al., 2004 A). Esse método de imobilizacdo foi estendido em um trabalho
posterior onde micropogos de hidrogel padronizados, funcionalizados com anticorpos, foram
fabricados para imobilizar células T para a detecgao sensivel de fragmentos de peptideos e
monitoramento de interagdes de células de linfécitos B e T (KIM et al., 2006).

Resultados prévios de nosso grupo tém mostrado uma aplicagdo particular das
multicamadas de polieletrélitos (PEMs) de biopolimeros, onde células B e T foram
funcionalizadas com patches (espécie de “mochilas” a base de PEMs) celulares (SWISTON et
al., 2008). A adesao destes patches envolveu a interagdo mediada pelo receptor celular CD44
do linfécito com o acido hialurénico, que foi depositado como a camada superior, exterior, da
montagem do filme multicamadas. Esse estudo descreve filmes multicamadas de biopolimeros
que promovem a adeséo de linfocitos tipicamente ndo-aderentes as superficies.

Estes filmes de PEMs foram preparados através da técnica de deposicéo layer-by-layer
(LbL) — um método simples, versatii e economicamente viavel para criar, modificar, e

funcionalizar uma variedade de superficies (DECHER, 1997). Polieletrolitos de biopolimeros
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fracos sao fortes candidatos para a preparacdo de PEMs devido a sua versatilidade em mudar
suas propriedades de acordo com as condigdes externas (tunability) - obtida através da escolha
das condicbes de preparo - e as suas propriedades de hidrofilicidade, baixa toxicidade,
bioatividade, biocompatibilidade, e biodegrabilidade (RICHERT et al., 2004 A; ELBERT et al.,
1999; DENUZIERE et al., 1998). A quitosana (CHI) e o &cido hialurbnico (HA) s&o
polissacarideos naturais que apresentam estas propriedades desejaveis. CHI, um polication
derivado do polimero natural quitina, tem sido utilizado em engenharia tecidual, liberagdo de
farmacos, e aplicagdes antibacterianas (KUMAR et al., 2004). HA, um polidnion natural de alta
massa molecular, é também um ligante natural do CD44 - um receptor celular de superficie
encontrado em varios tipos de células do sistema imunolégico (UNDERHILL, 1992).

Varios estudos tém se preocupado em estudar a influéncia de condicbes de deposicao
como a presenga de sais (DUBAS & SHLENOFF, 1999) e o pH das solu¢gdes de componentes e
de lavagem (SHIRATORI & RUBNER, 2000) mudam a morfologia e caracteristicas bioldgicas
de filmes de PEMs para encapsulagédo (HILLBERG & TABRIZIAN, 2006; KROL et al., 2005) ou
adeséo de células aderentes (ELBERT et al., 1999; RICHERT et al., 2004 A, 2002; KROL et al.,
2005; THIERRY et al., 2003; CROLL et al., 2006; SCHNEIDER et al., 2007 C; CHUA et al.,
2008; BERG et al., 2004; MENDELSOHN et al., 2002; KIDAMBI et al., 2007). Diferentemente
destes estudos - com células aderentes - o grupo de Rubner parece ter sido o unico a estudar
PEMs de CHI/HA para a adesado de células nao-aderentes (SWISTON et al, 2008,
VASCONCELLOS et al.,, 2010). Nestes trabalhos ficou demonstrado que PEMs de HA/CHI
podem ser utilizados para imobilizar linfécitos B ndo-aderentes, em uma superficie, utilizando-se
0 processo layer-by-layer de recobrimento versatil e uniforme dessa superficie com esses
polieletrdlitos.

A Figura 4.1 mostra desenhos esquematicos da adeséao de linfocitos B a superficie dos

filmes, incluindo imagens 6pticas uniformes e padronizadas desses filmes.
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Figura 4.1. Desenhos esquematicos e imagens Opticas da adeséo de linfécitos B em filmes uniformes e
padronizados (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010).

Parametros de deposicao, tais como sal (0 mM ou 100 mM), pH (3,0 ou 5,0) e ultima
camada polimérica depositada (HA versus CHI) foram sistematicamente ajustados para otimizar
a eficiéncia de adeséo via as interagdes CD44-HA.

O presente trabalho mostra duas condigdes importantes para uma adesao eficaz de
células B em filmes de PEMs contendo HA. A primeira condicdo é que HA é necessario para a
ades&o proposta via o receptor CD44. A segunda, € que condi¢gbes de deposigcdo de HA, que
favorecem loops e tails da cadeia polimérica de HA, tais como baixo pH e presenca de sal NaCl
nas solugdes poliméricas do HA, resultam em um maior numero de ligantes para a ades&o de
CD44, e portanto, contribuem para uma maior adesdo das células B. Estas duas condi¢cbes
enfatizam que o fatores mais importantes, que afetam o potencial de adesao celular, sdo a
apresentacdo e a configuragcdo do HA em uma superficie, condicdes que s&o controladas
durante a construgdo dos filmes PEMs, através da variagdo dos parametros das solugdes de
deposicao (tais como a forga ibnica e o pH). Em outras palavras, a concepgéo destes filmes
variando-se parametros das solugbes utilizadas na deposicao, permite que a eficiéncia de

ligac&o ex-vivo seja modulada.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Materiais
O 4cido hialurénico (HA, de Streptococcus equi sp, massa molecular = 1,63 x 10° g/mol),

quitosana (CHI, baixo massa molecular M,, = 5 x 10* g/mol, 75-85 % desacetilada), alginato
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(ALG, na forma de alginato de sédio, baixo massa molecular M,, = 12-19 x 10* g/mol),
poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDAC, férmula molecular (CgHsCIN), médio massa
molecular, 20% massa em solugdo aquosa), poliestireno sulfonato de sédio (SPS, férmula
molecular (CgH;NaO;S),, massa molecular M,, = 7 x 10* g/mol), o hidrocloreto de poli(alilamina)
(PAH, férmula molecular (CsH;N-HCI),, formulacédo em p6, massa molecular M,, = 56000 g/mol
com o marcador isotiocianato de fluoresceina (FITC, féormula molecular C;1H4NOsS, massa
molecular M,, = 389,4 g/mol), foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Os polimeros polimetil
metacrilato (PMAA, férmula molecular [-CH,C(CH3)(CO,CHs)-],, formulacdo em pd, massa
molecular M,, = 100000 g/mol) e o polimero poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm, CgH{4NO,
formulagdo em pd, massa molecular M,, = 258000 g/mol) foram adquiridos da PolySciences Inc.
(USA). Todos os polieletrédlitos foram utilizados sem purificagcdo prévia ao uso. As
nanoparticulas anidnicas superparamagnéticas (MNPs Fe;O, EMG 705, didmetros de 13 nm,
recobertas com uma camada lipidica para estabilizagcdo das nanoparticulas em agua) foram
adquiridas da FerroTec (USA). O meio de cultura RPMI-1640 e a estreptomicina/penicilina (S/P,
5000 U.I./mL) foram adquiridos da CellGro Inc. (USA). O soro fetal bovino (FCS) foi adquirido da
Hyclone (USA). A solugdo Hank’s balanced salt solution (HBSS) foi adquirida da Gibco,
Invitrogen (USA). A resina foto-resistente positiva S-1813 e a solucéo reveladora MF-319 foram
adquiridas da MicroChem (Rohm & Hass, USA). Todos os reagentes eram de grau analitico e
utilizados sem purificagdo. Linfécitos B CH27 foram gentilmente fornecidos pelo laboratério do
Prof. Darrell J. Irvine, do Departamento de Ciéncia dos Materiais e Engenharia do MIT. Laminas
de vidro e wafers de silicio <100> foram utilizados como substratos. Agua de grau Milli-Q

(Millipore) com uma resistividade de 18,2 MQ-cm foi utilizada para todas as solugdes.

4.2.2 Preparacgao de Substratos para Deposig¢ao LbL
A preparacéo dos substratos para a deposicdo LbL seguiu o procedimento descrito no
item 3.2.2.1.

4.2.3 Preparacao de Solugoes de Polieletrélitos e Nanoparticulas

A preparagao das solugées de PDAC, SPS, ALG, CHI, e HA seguiu o procedimento
descrito no item 3.2.2.2. As solugbes de PMAA e PNIPAAm foram preparadas com uma
concentragdo de 0,01 M e pH 3,0. Solugbes de nanoparticulas superparamagnéticas (MNPs)

foram preparadas com uma concentracao de 0,005% p/v e pH 4,0.
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4.2.4 Montagem das PEMs

A preparagao das multicamadas dos polieletrélitos de PDAC/SPS, ALG/CHI e HA/CHI
seguiu 0 mesmo procedimento descrito no item 2.7.2.3. As regides funcional (MNP4/FITC-
PAH3),5) e de descolamento ((PNIPAAmM3/PMAA3)s05), das PEMs, foram construidas com
imersdes estaticas utilizando um Zeiss HMS™ Series Programmable Slide Stainer (USA) (static
dipper). As deposicdo de MNP e FITC-PAH foram realizadas durante 10 min, seguidas de trés
etapas de lavagem, consecutivas (2, 1, € 1 min), com agua Milli-Q com pH 3,0. Para o sistema
de (PNIPAAM/PMAA) as primeiras 20 bicamadas foram depositadas com a imersdo dos
substratos durante 10 min, seguida de duas lavagens com agua Milli-Q com duragbes de 2 e 1
min, respectivamente. Apds a deposicao das primeiras 20 bicamadas de PNIPAAM/PMAA, as
deposicdes subsequentes destes polieletrdlitos foram realizadas durante 2 min, seguidas de

duas lavagens de 2 e 1 min, respectivamente.

4.2.5 PEMs de HA/CHI para Adesao de Linfécitos

PEMs de HA/CHI para a adesao de linfocitos foram produzidas utilizando o equipamento
StratoSequence VI (spin dipper) com software StratoSmart v6.2 da nanoStrata Inc. (USA), para
a deposicao das camadas. As deposicdes de HA e CHI foram realizadas durante 10 min, sem
rotacdo do porta-amostra. As trés etapas de lavagens consecutivas (2, 1, € 1 min), com agua
Milli-Q, foram realizadas com rotagcado do porta-amostra a uma frequéncia de aproximadamente

100 rpm, mantendo os substratos imersos nas solugdes.

4.2.6 Cultura de Linfécitos B CH27

Linfoécitos B CH27 foram cultivados em meio de cultura RPMI-1640 com 10 % soro fetal
bovino (FCS) e 1 % estreptomicina/penicilina (P/S), com passagens (diluicdes) de 1:10 (cultura
de linfocitos : meio de cultura), a cada 3 dias. As culturas das células foram incubadas e
mantidas a uma temperatura de 37°C em atmosfera contendo 5 % CO,. Os experimentos de
adesdo foram realizados com aliquotas de células de 10° células/mL. As células foram lavadas

em HBSS, trés vezes, antes da etapa de adesao.

4.2.7 Adesao de Linfécitos nas PEMs
Suspensdes de linfocitos B (2 mL) foram cuidadosamente pipetados diretamente sobre
as superficies multicamadas de HA/CHI, ALG/CHI, ou PDAC/SPS, em placas Petri. As placas

foram colocadas em uma plataforma vibratéria (IKA Vibrax), dentro de uma incubadora. As
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amostras foram incubadas durante 15 min e, em seguida, sujeitas a uma leve agitagdo durante
15 min. Esse procedimento foi repetido duas ou quatro vezes (durante 1 ou 2 horas), para
promover a adeséao celular. Imediatamente apds as etapas de incubacéo/agitacdo, as amostras
foram gentilmente lavadas com uma solugdo nova de HBSS, para remover células ndo aderidas
a superficie. Apos esta lavagem, as amostras foram colocadas em solugbes completas de
cultivo RPMI-1640 e imediatamente analisadas. Desenhos esquematicos, ilustrando a adesao

de linfocitos em filmes planos e em filmes padronizados, estdo apresentados na Figura 4.2.
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Figura 4.2. Desenhos esquematicos ilustrando a adeséao de linfécitos em filmes de PEMs planos (A) e
filmes padronizados (B) (esquemas ilustrativos adaptados de Swiston, 2009).
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4.2.8 Espessura e Rugosidade das PEMs

As espessuras e rugosidades de filmes secos foram medidas com um perfildmetro
P-16+ (KLA Tencor Corporation, USA) utilizando-se os seguintes parametros: forga aplicada
0,50 mg, taxa de amostragem 200 Hz, velocidade de varredura 50 um/s, e faixa/resolugdo de
131/0,0781 A (angstroms).

4.2.9 Espectroscopia UV-Visivel

Grupos livres de acidos carboxilicos de HA, presentes nas PEMs, foram tingidos através
da imersao dos filmes em uma solugdo de azul de alciano (0,001 M, pH 3,0) durante 15 min.
Apos esta etapa, as Idminas foram enxaguados extensivamente com agua Milli-Q, pH 3,0, duas
vezes, durante 2 min de cada vez. Os filmes foram secos com N, e imediatamente analisados
em um espectrofotémetro Cary 5E UV-Vis. Os picos de absorgdo do azul de alciano foram
observados no comprimento de onda de 617 nm. Grupos livres de ambnio presentes na CHI
foram tingidos através da imersdo das PEMs em uma solugao de rosa de bengala (0,001 M, pH
7,0) em meio de cultura RPMI (com 25 mM HEPES, sem FCS, vermelho de fenol, ou S/P),
durante 15 min. Apds esta etapa, as ldaminas foram enxaguadas extensivamente com agua Milli-
Q, pH 7,0, duas vezes, durante 2 min de cada vez. Os filmes foram secos com N, e
imediatamente analisados. Os picos de absor¢ao para a rosa de bengala foram observados no
comprimento de onda de 567 nm. Os filmes foram, também, imersos em agua Milli-Q com o
mesmo pH das suas respectivas solugdes de deposicdo (pH 3,0 e pH 7,0), permanecendo
imersos durante a noite, apos o que, foram secos com N, e medidos novamente. As medidas
correspondem a absorcao dos filmes depositados nas duas faces do substrato. As condi¢des de
pH, para os experimentos com os corantes, foram escolhidas para produzir efeitos de

tingimento mais confiaveis e reprodutiveis para este sistema de multicamadas.

4.2.10 Adesao de Linfécitos B

Filmes planos e filmes padronizados, com linfécitos B CH27 aderidos em suas
superficies, foram analisados com um microscépio 6ptico invertido Olympus IX-81. No minimo,
sete imagens, de cada amostra, foram analisadas. Foram determinados, o numero total de
células aderidas por unidade de area (# células/cm?) para os filmes planos e a percentagem dos

sitios dos filmes padronizados ocupados com células.
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4.2.11 Filmes de PEMs Padronizados

O método de padronizagdo de McShane e colaboradores (SHAIKH MOHAMMED et al.,
2006; 2004) e de Swiston et al. (SWISTON et al., 2008) foi utilizado para criar multicamadas
heteroestruturadas padronizadas. Esse processo utiliza uma abordagem foto-litografica
tradicional, de descolamento, para padronizar filmes poliméricos ultrafinos, como ilustrado
esquematicamente na Figura 4.3. Laminas de vidro ou de silicio recobertos com
(PDAC/SPS4)5 5 foram utilizados como substrato catiénico.

Apo6s a primeira etapa de lavagem, o substrato € recoberto com a resina foto-resistente
S1813 (Rohm & Haas, MicroChem) — utilizando-se o equipamento Headway spin coater -
enquanto esta sendo rotacionado a uma frequéncia de 4000 rpm, durante 10 segundos, através
de procedimento giratério (spin coating). Para a remogao do solvente presente na resina S1813,
os substratos contendo a resina sdo colocados sobre uma placa quente e aquecidos a uma
temperatura de 120°C, durante sete minutos. Em seguida, os substratos sdo expostos a raios
UV (em um comprimento de onda de 365 nm e intensidade de ~7 mW/cm?), durante quatro
minutos, utilizando-se a foto-mascara personalizada (foto-mascara de cromo em vidro) # 4
(Advanced Reproductions, USA). Foi utilizado um aparato de vacuo personalizado para colocar
as laminas recobertas com a resina foto-resistente, em contato direto com a foto-mascara. A
revelagdo da resina foto-resistente foi realizada agitando levemente o substrato imerso em
solugéo reveladora MF319, durante exatamente 40 segundos, seguida de enxagues extensos
com agua Milli-Q®. Apés os enxagues, os substratos foram secos com um leve fluxo de
nitrogénio.

As estruturas descritas acima foram fabricadas com uma regido de (MNP4/FITC-
PAH3), 5 situada entre a pré-camada de (PDAC4/SPS4)455 e as regides de CHI/HA destinadas
a adesao celular, ou com uma regido adicional de (PMAA3/PNIPAAmM3)s05 entre a pré-camada
de (PDAC4/SPS4)55 e as regides de (MNP4/FITC-PAH3)ys — CHI/HA. As deposigbes das
regioes de (PMAA3/PNIPAAM3)ss e (MNP4/FITC-PAH3)y5 sobre a pré-camada de
(PDAC4/SPS4)55, foram realizadas com um equipamento de imersédo estatico (static dipper)
HMS da Zeiss. Duas etapas consecutivas de lavagem com agua Milli-Q com pH 3,0, foram
realizadas apos cada etapa de deposicao das regidbes de (MNP4/FITC-PAH3)ys e
(PMAA3/PNIPAAM3)g05. Apds a deposicdo das 80,5 e/ou 9,5 bicamadas, dos respectivos

filmes, as amostras foram secas em condi¢gdes ambiente e estocadas ao abrigo da luz.
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Figura 4.3. llustracdo esquematica do processo que utiliza uma abordagem tradicional foto-litografica de
descolamento para padronizar filmes poliméricos ultrafinos (adaptado de SWISTON et. al., 2008)

Para construir a regido de adesao dos linfécitos, a CHI foi depositada inicialmente na
superficie de MNP negativamente carregada. As mesmas variagbes de pH, NaCl, e camada
superior, utilizadas no estudo dos filmes planos, foram implementadas para avaliar a adesao
dos linfécitos B aos filmes padronizados. A producdo destes filmes de (CHI/HA) seguiram o
mesmo procedimento descrito anteriormente. Apds a deposicdo das PEMs de interesse, a

acetona foi utilizada para remover a foto-resina e obter filmes padronizados.

4.2.12 Imagens e Nanoendentagdo com MFA
Medidas da topologia de superficie, rugosidade e modulo elastico efetivo de Young E,

das multicamadas, foram determinadas com respostas de forga-deslocamento adquiridas com
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um microscopio de forgca atébmica (3D Molecular Force Probe, Asylum Research, Santa Barbara,
CA). Pontas de MFA (cantilevers) de nitreto de silicio (MLCT-AUHW, Veeco Metrology Group,
Sunnyvale, CA) foram utilizadas para endentar filmes de PEMs hidratados de HA3/CHI3, com
um filtro limite, para manter as cargas iguais em cada endentagéo. O raio de curvatura da sonda
R, foi de ~ 20 nm; constante de mola da ponta k foi nominalmente de 41,60 pN/nm. A
nanoendentagao foi realizada dentro de uma estrutura de isolamento acustico (Herzan, Inc.) a
temperatura ambiente, em meio de cultura RPMI com 20 mM HEPES, sem fenol vermelho, FCS
ou S/P. Os dados de forga-profundidade de nanoendentagdo (média de 100 medidas
independentes) foram analisadas com um programa Matlab (MathWorks) desenvolvido pelo
grupo da Profa. Van Vliet e 0 médulo de Young E foi determinado de acordo com um modelo de
contato Hertziano modificado. A aquisicdo da imagem no modo contato, com as mesmas
pontas, foi realizada para comparar, qualitativamente, as morfologias de superficie em fungao
das condigdes de montagem. Esta parte do trabalho foi desenvolvida em colaboragdo com o
aluno de doutorado, Adam S. Zieger, do grupo de pesquisa da Profa. Krystyn Van Vliet, do

Department of Materials Science and Engineering do MIT.

4.2.13 Descolamento das PEMs com Linfécitos B

O descolamento das PEMs com os linfocitos B foi realizado com a desintegragdo das
camadas (PMAA3/PNIPAAmM3)s5 com um aumento do pH do sistema (acima do pH critico de
aproximadamente 6,2), e uma redugao de temperatura do sistema de 37°C para 4°C, seguindo-
se 0 procedimento descrito por Swiston et al, 2008. As multicamadas de
(PMAA3/PNIPAAmM3)g05 sdo construidas com ligagdes de hidrogénio, e como o PNIPAAmM tem
uma temperatura critica inferior de solubilizagdo (LCST) de 32°C, em agua pura, abaixo desta
temperatura o PNIPAAm prefere fazer ligagdes de hidrogénio com a agua, e as multicamadas
se dissolvem (SWISTON et al., 2008).

4.2.14 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM)

A técnica de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) permite a localizagéo
tridimensional de estruturas marcadas com fluoréforos (moléculas que absorvem e emitem luz),
e fornece imagens de alta resolugao.

Apos o descolamento das PEMs dos substratos, os linfécitos B aderidos em
multicamadas de (MNP4/FITC-PAH3)y5-(CHI3/HA3); + 100 mM NaCl, foram observados com

microscopia confocal de varredura a laser. O microscoépio utilizado para as analises foi 0 modelo
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LSM-510, da Carl Zeiss, localizado no laboratério do Prof. Darrell J. Irvine, do Department of
Materials Science and Engineering do MIT. Este microscopio é equipado com trés canhbes de

laser: hélio/nednio 543 nm, hélio/nednio 633 nm, e argbnio 458, 477, 488, e 514 nm.

4.2.15 Viabilidade dos Linfécitos B

A viabilidade de linfocitos B foi observada com o tingimento dos linfécitos com uma
solugéo de azul de tripano apds serem mantidos incubados (37 °C, 5% CO,) em intervalos de
24, 48 e 72 horas. A expectativa de vida dos linfécitos, deste trabalho, era de trés dias (72

horas).

4.2.16 Reacao de PEMs com SPDP para Adesao de Linfécitos

O composto sulfo-LC-SPDP (agente reticulante heterobifuncional), Figura 4.4, utilizado
para fazer uma ligagéo entre os filmes de PEMs de CHI/HA e os linfocitos, soluvel em agua, foi
preparado na concentracdo de 10 mM com agua Milli-Q. A solugcédo foi pipetada sobre as

amostras das PEMs e o tempo de reagao foi de 30 minutos.

Figura 4.4. Estrutura molecular do reticulante heterobifuncional sulfo-LC-SPDP.

A Figura 4.5 mostra esquematicamente a ligagao entre os filmes de PEMs e os linfécitos,

mediada pelo agente reticulante SPDP.

RPMI + FCS Linf6citos B

+Antibidticos /

SPDP

PEMs de
4 HACHI

Substrato de Vidro

Figura 4.5. Desenho esquematico da ligacdo entre PEMs de HA/CHI e linfécitos B com SPDP —
agente quelante.
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Para verificar se a reagao tinha sido efetiva, utilizou-se um marcador SAMSA
Fluorescein  (A-685), ((5-((2-(e-3)-S-(mercapto-acetil)succinil)amino) fluoresceina, massa
molecular M,, ~ 521 g/mol) da Molecular Probes. Dissolveu-se 10 mg do SAMSA Fluorescein
em uma solugcao de 1 mL de 0,1 M NaOH a temperatura ambiente durante 15 min para remover
o grupo protetor acetil, resultando em um composto de fluoresceina com um grupo tiol. Apds a
ativacdo do SAMSA Fluorescein, a solugdo foi neutralizada com uma solugdo de HCI
concentrada (aproximadamente 14 uL de uma solugdo de 6 M HCI) e com 0,2 mL de tampéo
fosfato 0,5 M, pH 7,0. Esta solucdo contendo SAMSA Fluorescein foi pipetada sobre as
amostras de PEMs-SPDP e reagidas durante 30 min, antes de serem lavadas com tampéao

fosfato pH 7,0 e imediatamente analisadas com microscopia 6ptica fluorescente.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Construcao das PEMs para Adesao de Linfécitos

Dada a natureza de polieletrdlito fraco (polieletrélitos onde a ionizagdo dos grupos
funcionais séo altamente dependentes do pH) para ambos polimeros HA e CHI, é importante
considerar os pHs das solugdes utilizadas na preparagao das multicamadas. O pK, do HA em
uma solugédo sem sal é aproximadamente 2,9, enquanto o pK, da CHI é aproximadamente 6,0,
quando dissolvida em uma solugdo aquosa com 0,1 M de acido acético (DENUZIERE et al.,
1996; RINAUDO et al., 1999; LACPIK et al., 1998; CLELAND et al., 1982). Acima do pH 6,0, a
solubilidade da CHI em agua se torna problematica. Portanto, foram escolhidos os valores de
pH 3,0 e 5,0 para as solugdes. Para se promover a deposicao uniforme das multicamadas, os
substratos de vidro e de silicio foram recobertos com uma pré-camada de um filme multicamada
dos polieletrolitos fortes PDAC e SPS. A deposi¢cdo das PEMs de biopolimeros foi iniciada com
a adsor¢ao do HA na superficie positivamente carregada do PDAC, seguida por deposicdes
alternadas de CHI e HA. Adicionalmente as variagbes de pH das solugdes (pH 3,0 versus pH
5,0), a concentragdo ibnica das solugdes de deposigdo também foi variada (0 mM versus 100
mM NacCl). Em geral, a espessura dos filmes aumentou com o aumento do numero de etapas
de deposigado, segundo um comportamento ndo-linear, levemente exponencial (Figura 3.21,
capitulo 3). Esse resultado corrobora observagdes de Picart e colaboradores (RICHERT et al.,
2004 A), que atribuiram esse mecanismo de crescimento exponencial com a capacidade de CHI
penetrar e difundir-se para dentro e para fora do filme inteiro de HA/CHI, durante cada etapa de

deposigao. Estes autores também reportaram que HA é uma espécie que ndo se difunde
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durante o processo de construgdo LbL de PEMs. Estudos recentes e detalhados sobre a
construcdo de filmes de sistemas comparaveis aos dos filmes de HA/CHI também foram
descritos por Porcel et al. (PORCEL et al., 2006; PORCEL et al., 2007).

A Tabela 4.1 apresenta os valores de espessura e rugosidade para PEMs de HA/CHI
com 3,0 e 3,5 bicamadas depositadas sobre a pré-camada de (PDAC4/SPS4),55, nas diferentes
condi¢cdes de deposicao examinadas neste trabalho. Quanto aos filmes construidos nas pré-
camadas, observou-se que os filmes depositados diretamente em superficies de vidro
necessitavam de dez ou mais bicamadas para se tornarem uniformes. Filmes com 3,0 e 3,5
bicamadas tém, respectivamente, CHI e HA como ultima camada depositada. Como esperado
(DUBAS & SCHLENOFF, 1999), a adicdo de 100 mM de NaCl, nas solugdes de imerséo,
geralmente resultou em um aumento da espessura do fiime. Além dos efeitos de screening
(blindagem) de cargas, a presenca do sal promove a inter-difusdo e mobilidade de polimeros
com cargas opostas, presentes no interior de um filme (RICHERT et al.,, 2004 B; DUBAS &
SCHLENOFF, 2001), o que resulta em filmes mais espessos, segundo o modelo de
crescimento adotado pelos autores (RICHERT et al., 2004 A).

Tabela 4.1. Valores de espessura e rugosidade de fiimes de HA/CHI com 3,0 e 3,5 camadas depositados
sobre uma pré-camada de (PDAC4/SPS4)55. A média foi obtida com sete medidas, cada uma delas,
realizada em sete replicatas.

Filmes de PEMs | Concentragdo de | Espessura | Rugosidade | Ultima camada
de Biopolimeros | Sal (mM NaCl) (nm) RMS (nm) de polimero
(HA3/CHI3)3 0 17 2 1,9+0,3 Quitosana
(HA3/CHI3)3,5 0 37 £ 1 3,6+0,6 Acido hialurénico
(HA3/CHI3)3 100 27 £2 2,3+0,3 Quitosana
(HA3/CHI3)3,5 100 42 £ 2 3,3+£0,3 Acido hialurénico
(HAS/CHI5)3 0 42+ 3 71 Quitosana
(HA5/CHI5)3,5 0 43 £ 3 8=x1 Acido hialurénico
(HAS/CHI5)3 100 39+4 49=+0,7 Quitosana
(HA5/CHI5)3,5 100 49 + 3 10 =1 Acido hialurénico

4.3.2 Adesao de Linfécitos B CH27
A Figura 4.6 resume as tendéncias de adesdo dos linfocitos B em filmes planos de
HA/CHI preparados com a condi¢gdes de pH (3,0 ou 5,0) e de sal (0 mM ou 100 mM NaCl).
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Micrografias 6pticas de células B aderindo em filmes de PEMs estdo apresentadas na Figura
4.7. Para as PEMs preparados com pH 3,0, a concentracdo de NaCl e o polimero depositado
por ultimo modulam a adesao dos linfécitos B, em uma faixa relativamente grande. Entretanto,
filmes multicamadas construidos com pH 5,0 exibiram, de maneira geral, uma eficiéncia de
adesdo menos sensivel ao pH, ao NaCl, e ao polimero da ultima camada depositada. Altas
eficiéncias de adesao foram observadas para filmes construidos com pH 3,0, para ambos os
casos, isto &, quando a camada final foi de HA (com 1850 = 150 células/mm?) e quando a
camada final foi de CHI (com 1840 = 50 células/mm?). Isso significa que mesmo no caso em
que CHI é depositada por ultimo, existe uma quantidade suficiente de ligantes para promover a
adesao dos linfocitos na superficie do filme. Os dois filmes com a menor eficiéncia de adesao
celular, (HA3/CHI3); 5 depositado na auséncia de NaCl e (HA3/CHI3); depositado com 100 mM
NaCl, aderem células nas razdes de 1200 = 200 células/mm? and 770 + 25 células/mm?
respectivamente. Estes resultados demonstram que variagdes significativas na taxa de adeséao
dos linfocitos B em multicamadas de CHI/HA podem ser realizadas através de mudancas,
facilmente controladas, dos parametros de processamento das multicamadas, tais como: pH,

sal, e ultima camada polimérica do filme.

2500 ; 2 2500 -

pH 3 a pH5 b

2000 | . 2000 |
o™ : =
£ o |
£ 1500 | E 1500 |
& z
= Foies |
5 1000 S 1000 |
o Q

(3]

500 | 500 |

CHI top HA top CHI top HA top CHiI top HA top CHI top HA top
0 mM Nacl 100 mM NacCl 0 mM NacCl 100 mM Nacl

Figura 4.6. Adesdo de linfécitos B em filmes de (a) (PDAC4/SPS4)55-(HA3/CHI3);x e (b)
(PDAC4/SPS4)55-(HAS/CHI5) 5, para x=0 ou 5. Barras de erro correspondem ao erro padréo da média
da amostra, para 7 medidas independentes em 7 replicatas. (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010)
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Figura 4.7. Micrografias opticas de linfocitos B aderidos em filmes de (a) (PDAC4/SPS4 )15 5-(HA3/CHI3)3 5
construido com 100 mM NaCl (a PEM com a maior adesdo de linfocitos), (b) (PDAC4/SPS4)4s5 s-
(HA3/CHI3); construido sem NaCl ( o segundo melhor sistema de ades&o), e (c) (PDAC4/SPS4),s5 s-
(HA3/CHI3); construido com 100 mM NaCl (PEM com a menos eficiente ades&o). Escala = 50 um.
(adaptada de Vasconcellos et al., 2010)

4.3.3 Adesao de Linfécitos em Filmes de PEMs Padronizados

Além dos filmes de PEMs planos, filmes de PEMs padronizados, depositados na forma
cilindrica (posts) de 7 um de didmetro (Figura 4.8), foram fabricados usando a técnica foto-
litogréfica de descolamento (SWISTON et al., 2008, SHAIKH MOHAMMED et al., 2004;
SHAIKH MOHAMMED et al., 2006). Os experimentos com filmes padronizados foram utilizados
para quantificar, de uma maneira mais controlada, o numero de células aderidas em um sistema
especifico de multicamadas. As composigcbes destes filmes foram: (MNP4/FITC-
PAH3)g 5(CHI3/HA3), para x = 3 ou 3,5. E importante destacar que para 3 bicamadas o &cido
hialurénico é depositado por ultimo, e para 3,5 bicamadas, a quitosana é depositada por ultimo,
0 que corresponde ao inverso da notacdo utilizada para os filmes nao-padronizados
mencionados acima. As duas regides de (MNP4/FITC-PAH3)y5 e (CHI3/HA3), se mantiveram
intactas durante a etapa de descolamento da resina foto-resistente e ambas as partes
mantiveram as suas funcionalidades ap6s a fabricagdo. A regido de (MNP4/FITC-PAH3)g5 foi
escolhida devido a sua utilidade para a visualizagao, facilitada pelas particulas fluorescentes e a

experiéncia do grupo em padronizar este sistema de filmes (SWISTON et al., 2008).
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Figura 4.8. Imagem fluorescente de um filme padronizado de (MNP4/FITC-PAH3)s5(CHI3/HA3);
construido com 100 mM NacCl. Escala = 50 um. (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010)

Linfocitos B, dispersos no meio de cultura RPMI, a temperatura de 37°C, foram
pipetados sobre laminas padronizadas com PEMs em forma de cilindros e incubados durante 1
ou 2 horas, com uma leve agitac&o intermitente. Apds a etapa de adesédo das células e a etapa
de incubacédo, as laminas foram lavadas com uma solugdo de Hank’s balanced salt solution
(HBSS). A Figura 4.9 apresenta exemplos tipicos dos linfécitos B aderidos aos filmes
multicamadas padronizados, com terminacdo de HA e CHI, depositados na auséncia de NaCl e
com NaCl.

A Figura 4.9 mostra filmes padronizados com, aproximadamente, a mesma taxa de
ocupacgao (~55%), exceto para o filme de (CHI3/HA3); fabricado com 100 mM NaCl , onde
~71% dos sitios do filme padronizado estavam ocupados com linfocitos (Figura 4.9b). A taxa de
ocupacao dos linfécitos nos filmes padronizados foi determinada contando manualmente o
numero de linfocitos aderidos nos ~ 3000 cilindros de PEMs - disponiveis para a imobilizagcao
dos linfécitos - em cada imagem de microscopio (minimo sete imagens). A Figura 4.10 mostra
uma imagem oOptica, de um filme padronizado de (CHI3/HA3);, fabricado com 100 mM NaCl,
sobre um substrato de area superficial maior do que as demais, mostrando a adesao dos
linfécitos B.
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Figura 4.9. Linfécitos B aderidos em filmes padronizados de (a) (MNP4/FITC-PAH3)gs-
(CHI3/HA3); (ocupagao de ~57%), (b) (MNP4/FITC-PAH3)g5s-(CHI3/HA3); construido com 100
mM NaCl (ocupacdo ~71%), (c) (MNP4/FITC-PAH3)y5-(CHI3/HA3);5 (ocupagédo ~54%), e (d)
(MNP4/FITC-PAH3)g5-(CHI3/HA3)3 5 construido com 100 mM NacCl (ocupagdo de ~56%) apos 1
hora de agitagao e incubagdo. Escala = 50 um. (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010)

Para todas as multicamadas testadas, € possivel ser alcangada uma taxa de ocupacéao
ainda maior, se o tempo de incubagao das células com as laminas for aumentado de 1 para 2
horas, como observado nas Figuras 4.11a e 4.11b. Além da adesido bem organizada, dos
linfécitos B, observada nos filmes padronizados, outros arranjos também foram observados:
linfécitos agregados em espagos intersticiais, mais de uma célula em um mesmo sitio (cilindro
de PEM) do filme padronizado, e sitios de PEMs vazios. O espaco intersticial € uma superficie

catibnica com uma camada superior de PDAC. Linfocitos B situados nas partes intersticiais
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entre os cilindros, e portanto, expostos a superficie uniforme de (PDAC4/SPS4)455, mostraram
uma densidade de ades3do de aproximadamente 310 células/mm?, o que explica a existéncia de
adesdo nao especifica e limitada, entre os linfécitos B e a pré-camada (PDAC4/SPS4)4s55
(Figura 4.11c). E importante destacar que a ades&o de células nas pré-camada de PDAC/SPS

foi de 60%-83% em comparagao com os sistemas planos de HA/CHI.

Figura 4.10. Imagem o¢ptica de um filme padronizado de (PDAC4/SPS4)5s5-(MNP4/FITC-
PAH3)s 5(CHI3/HA3); fabricado com 100 mM NaCl, mostrando a adeséo de linfécitos B. Escala = 500 um.
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Figura 4.11. Filmes padronizados com linfécitos B apds 2 horas de agitagéo e incubagédo em filmes de (a)
(MNP4/FITC-PAH3)g 5-(CHI3/HA3); construidos com 100 mM NaCl (ocupagéo ~ 97%) e (b) (MNP4/FITC-
PAH3)s 5-(CHI3/HA3)3 5 sem NaCl (ocupacao ~ 90%); (c) linfécitos B aderidos ndo especificamente em
um filme de (PDAC4/SPS4)s 5, (representativo da superficie intersticial dos filmes padronizados). Escala
=50 um. (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010)

A partir dos experimentos com os filmes padronizados descritos acima, diferentes
parametros da adesdo celular foram quantificados, incluindo o numero de sitios dos filmes
ocupados com células B, o numero de sitios ocupados por duas células, e o nimero de células
aderidas intersticialmente, isto €, fora dos sitios do filme padronizado. A Tabela 4.2 apresenta

estes resultados.

Tabela 4.2. Quantificagdo dos diferentes cenarios da adesao de linfécitos B em fungéo das condigbes de
deposicao e tempos de incubagao. Todos os filmes foram construidos com pH 3,0. A ocupacgao total dos
filmes padronizados aumenta com o tempo de incubagdo, mas o numero de células fora das PEMs em
forma de cilindros é constante, indicando que a adesao fora das PEMs em forma de cilindros nao é
especifica.

terminagcdo-HA  terminacdo-HA terminagdo-HA  terminagéo-CHI
(sem NaCl) (com NaCl) (com NaCl) (sem NaCl)
(Figura 4.9a) (Figura 4.9b) (Figura 4.11a) (Figura 4.11b)

células incubadas durante 1h células incubadas durante 2h

sitios (bastbes) ocupados (%) 56,9 71,1 96,7 90,6
2 células dividindo 1 poste (%) 0,7 0,9 1,9 1,1
células fora dos bastdes (%) 2,2 2,7 2,5 2,0

Partindo-se da suposi¢cdo que a adesao de linfocitos B em multicamadas de CHI/HA é
facilitada pela interacdo do receptor CD44 com segmentos da cadeia polimérica de HA
(UNDERHILL, 1992) - referido previamente - os resultados da Tabela 4.2 apontam para a

existéncia de condigbes especificas de montagem que enriquecem a superficie das
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multicamadas com segmentos de HA accessiveis para a adesao celular. Dois experimentos
foram utilizados para confirmar que o HA é responsavel pela adesao dos linfécitos B. No
primeiro ensaio, o HA foi substituido, no filme de multicamadas, pelo polissacarideo alginato de
sodio, que estruturalmente é muito semelhante ao HA. Os filmes, assim formados, nao
apresentaram propriedades de adesdo com os linfécitos. Multicamadas de CHI/ALG com 3,0 e
3,5 bicamadas foram construidas com pH 3,0 na auséncia de NaCl. Neste caso, nenhuma
adesao de linfocitos B foi observada tanto com a CHI, quanto com o ALG sendo depositados
como ultima camada da superficie do filme. De fato, estas multicamadas de CHI/ALG sao
excelentes superficies de bloqueio a serem utilizadas, caso se deseje evitar a adesdo de
linfocitos B, em uma superficie.

(ALG3/CHI3), & (ALG3/CHI3),; e Linfécitos B

antes da lavagem
com HBSS

Terminagao -CHI J| = | Terminagao -ALG

apos
lavagem
com HBSS
200 pm 200 um
~ 0% adesdo de linfocitos ~ 0% adesao de linfocitos

Figura 4.12. Imagens Opticas de linfocitos B com filmes de PEMs de (ALG3/CHI3); e (ALG3/CHI3)3 5,
ambos com 0 mM NaCl, antes e apdés a etapa de lavagem com HBSS - demonstrando que ndo ha
adeséo seletiva de linfécitos nestes filmes de PEMs.

Este resultado sugere que o HA é fundamental para a adesao de linfécitos através das
interacdes de CD44-HA e que a carga positiva da CHI, por si mesma, é insuficiente para
promover uma adeséo eficiente dos linfécitos em uma superficie. O segundo ensaio envolveu a
utilizacdo de HA soluvel como um antagonista para a adeséo de linfocitos (massa molecular,
1,568 x 10° g/mol, concentragcdo de solugdo, 200 mg/mL). Linfécitos B foram introduzidos e

incubados em solugdo RPMI sobre filmes padronizados com camadas superiores de —HA e
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—CHI construidos na presencga e na auséncia de 100 mM NacCl, respectivamente, e o HA soluvel
foi adicionado para aderir competitivamente com o receptor CD44 ou CHI. Um desenho

esquematico e micrografias destes ensaios estao apresentados na Figura 4.13.

HA solubilizado

Linfécitos Aderidos em

Filmes Padronizados Incubar
PEMs com Linfocitos Introdugdo de
sem HA soluvel HA solavel

v v

Filme com
Terminagao HA

(CHI3/HA3), 100mM
NaCl

Filme com
Terminacao CHI

(CHI3/HA3), . OmM
NaCl

Figura 4.13. Desenho esquematico e micrografias dos filmes padronizados onde os linfécitos B foram
introduzidos e incubados nos filmes com a terminacdo de HA e CHI na presenga e na auséncia de 100
mM NaCl, respectivamente — antes e apds a etapa de adicionar HA soluvel para aderir competitivamente
com o receptor CD44 ou CHI. (adaptada de Vasconcellos et al., 2010)

A introducéo do HA soluvel resultou em um decréscimo na ocupacao dos bastdes pelos
linfécitos B, para ambos os filmes, com ultima camada de HA ou de CHI. Para o caso no qual a

Ultima camada do filme era de CHI, ocorreu uma redugao de aproximadamente 60 %, do nivel
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de ocupacgao, enquanto que para o caso do filme ter a uUltima camada com HA, a reducéo foi de
aproximadamente 12 %. A maior redugdo observada para os filmes multicamadas com
terminagdo CHI sugere que existe uma ligagcdo de adesao mais fraca para este caso, em
comparagao com filmes que apresentam HA como ultima camada depositada. Consistente com
esta idéia, ja se observou que quando os linfécitos B, aderidos a um filme de PEMs, sao
submetidos a um escoamento de solugdo de PBS sobre a superficie, as células B aderidas aos
filmes com terminacdo de HA exibem uma maior resisténcia para se descolar, em comparacao
com as células aderidas em filmes multicamadas com terminagdo de CHI. Estes resultados sdo
consistentes com as observacgdes anteriores do grupo do Prof. Rubner, isto é, que adicionar HA
soluvel em uma suspenséao de linfécitos B antes de expb-los a filmes padronizados de CHI/HA
reduz dramaticamente a adesdo dos linfécitos devido a saturacdo dos receptores celulares
CD44 com a HA soluvel (SWISTON et al, 2008). Estes experimentos complementares,
fortemente sugerem que as interagbes CD44-HA sdo o modo dominante de ades&o dos
linfocitos B em filmes contendo HA — mesmo para o caso daqueles construidos com CHI como

a ultima camada depositada do filme.

4.3.4 Determinagao de grupos Carboxila do HA e Aménio da CHI

Para indiretamente explorar as mudangas nas quantidades de segmentos da cadeia
polimérica de HA, acessiveis as células e nao complexadas ionicamente, em diferentes
condicdes de montagem das PEMs, foram utilizados corantes especificos, conhecidos, para
interagir e se ligar aos grupos funcionais do HA e da CHI. Corantes de moléculas pequenas tém
sido previamente utilizados para tingir somente grupos amino ou carboxila livres - que n&o tem
ligacbes (YOO et al., 1998). Estes corantes também n&o titulam grupos eletrostaticamente
unidos como demonstrado por Yoo et al. (YOO et al., 1998); supde-se que os corantes
utilizados, nestes estudos, se comportam de uma maneira similar. Os grupos livres de acidos
carboxilicos do HA foram tingidos com o azul de alciano, um corante tetracatiénico que tem sido
utilizado para investigar substancias polianidnicas tais como o acido hialurénico (FAGNOLA et
al., 2009; ETIENNE et al., 2005; WHITEMAN, 1973). O tingimento com rosa de bengala, um
corante anibnico, foi utilizado para avaliar a presenga dos grupos livres de aménio da CHI. Em
ambos o0s casos, partimos do pressuposto que a quantidade de corante absorvida é
determinada principalmente pelo numero de cargas livres das partes das cadeias anibénicas (no

caso do HA) e catidnicas (no caso da CHI).

92



Fernando da Cruz Vasconcellos CAPITULO 4 — PEMs para a Imobilizagéo de Linfécitos B

Os resultados do tingimento com o azul de alciano, para as multicamadas preparadas
com as condi¢des de preparo com pH 3,0 e pH 5,0, estdo apresentadas nas Figuras 4.14a e
4.14b, respectivamente. Os resultados complementares, do tingimento com rosa de bengala,
estdo apresentados nas Figuras 4.15a e 4.15b.

Como se observa nestas figuras, todos os filmes multicamadas foram tingidos com
ambos os corantes, independentemente do polimero da ultima camada depositada. Apos os 15
minutos de adsorgao dos corantes, supds-se a difusdo completa dos mesmos em todo o filme
(estado de equilibrio). Isso ocorre para as PEMs fabricados - com alto grau de interpenetragéo
entre as bicamadas e grupos funcionais iénicos livres dos dois polimeros (tanto na superficie do
filme quanto no seu meio continuo) - que permitem a difusdo e penetragcdo dos corantes para
acessar todos os grupos funcionais idnicos livres, nos filmes multicamadas. Nenhuma condigao
de montagem dos filmes produziu uma camada de superficie com um arranjo capaz de
bloquear a absor¢gdo dos corantes carregados com carga oposta aos polimeros (YOO et al.,
1998). Supds-se que o corante ndo desloca o equilibrio estabelecido pelas interagdes entre a

CHI e o HA nos filmes multicamadas.
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Figura 4.14. Absorbancia do corante azul de alciano para filmes de (a) (HA3/CHI3) e (b) (HA5/CHI5)
normalizados pela espessura dos filmes secos. Os numeros 1 a 4 correspondem aos filmes com a maior
a menor capacidade de adeséo de linfécitos (Fig. 4.6). (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010)

A Figura 4.14a mostra que PEMS preparadas com pH 3,0 e com NaCl, apresentam a

maior absorbancia do azul de alciano, independentemente do polimero depositado na ultima
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camada e que, portanto, tem a maior quantidade de segmentos livres do HA. A preparagéao de
filmes com pH 3,0, na presenca de NaCl, aumenta o valor da absorbancia do azul de alciano,
em comparagao com filmes preparados na auséncia de NaCl. Este comportamento nao foi
observado para condigdes de deposicao com pH 5,0 (Figura 4.14b), onde os dois maiores
valores de absorbancia do azul de alciano foram observados para filmes com ultima camada em
HA, independentemente da condicao de sal, e onde a preparacdo de um filme, sem NaCl,
aumentou os valores da absorbancia em comparagdo com um filme preparado com NaCl.

Os resultados do tingimento das cargas catibnicas livres, com rosa de bengala, estédo
apresentados na Figura 4.15. Estes dados revelam que filmes cuja ultima camada é a CHI, com
pH 3,0 (curvas 2 e 4 na Figura 4.15a), apresentam os maiores valores de grupos catibnicos
livres. Por outro lado, flmes cuja ultima camada é o HA, exibiram quantidades menores de
grupos catiénicos de aménio livres, como se observa pela absorbancia das curvas 1 e 3 na
Figura 4.15a. A adi¢c&o de sal nas solugdes de deposi¢cédo reduz o numero de grupos catibnicos
livres em relacdo a uma PEM preparada sem sal (compare as curvas 2 e 4 , 1 e 3 da Figura
4.15a). Este tipo de tendéncia foi observado para somente as condi¢gdes de preparo com pH
3,0. Para as montagens com pH 5,0, a concentracdo dos grupos livres de ambnio é

essencialmente insensivel as condigdes de deposig¢ao (ultimo polimero depositado e sal).
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Figura 4.15. Absorbancia do corante rosa de bengala para filmes de (a) (HA3/CHI3) e (b) (HA5/CHI5)
normalizados pela espessura dos filmes secos. Os numeros 1 a 4 correspondem aos filmes com a maior
até a menor capacidade de adeséo de linfécitos. (adaptada de VASCONCELLOS et al., 2010)
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4.3.5 Médulo de Elasticidade e Topografia de Filmes de PEMs

Nanoendentagado via MFA, de filmes PEMs de HA3/CHI3, foi aplicada para determinar
se a escolha dos parédmetros de montagem do filme influencia sua rigidez mecanica.
Correlagdes entre a adesao de outros tipos de células e o mdédulo de elasticidade (rigidez) de
superficies poliméricas tem sido determinadas para uma variedade de hidrogéis, PEMs de
polieletrélitos de acidos/bases fortes e fracos (SCHNEIDER et al., 2007 B; BERG et al., 2004;
RICHERT et al., 2002; ETIENNE et al., 2005; RICHERT et al., 2004 B; LICHTER et al., 2008;
THOMPSON et al., 2005). E, portanto, plausivel que a adesao de linfcitos seja uma fungéo do
polieletrélito na ultima camada e/ou da concentragéo de sal utilizados na montagem das PEMs.

A Figura 4.16a sintetiza os valores para os médulos de elasticidade de Young E, efetivos
dos filmes hidratados de (CHI3/HA3), adquiridos em pH neutro e em meio de cultura RPMI. E
interessante notar que o exame das Figuras 4.16a e 4.6a (rigidez da PEM e capacidade de
adeséo de linfécitos B, respectivamente), mostra uma correlagdo qualitativa entre a rigidez e a
taxa de adesdo dos linfocitos B. A dependéncia da taxa de ocupacao dos linfocitos, em fungao
de tipo de PEM preparado, parece ser reproduzida na dependéncia da rigidez em fungéo dos
mesmos tipos de PEMSs, isto é, os linfocitos parecerem aderir, seletivamente, aos filmes que
apresentam uma maior rigidez média. Entretanto, notou-se que o moédulo de elasticidade de
Young, E, entre estes quatro filmes PEM de HA3/CHI3, com condigdbes de montagem
diferentes, ndo é significativamente diferente (ANOVA, p=0,15). Portanto, estes dados nao
apresentam uma correlagéo forte entre a rigidez dos filmes e a adesao de linfécitos B dentro da
faixa estudada. Além disso, a Figura 4.16b mostra que a morfologia da superficie das PEMs
depende principalmente da escolha dos paradmetros, com ou sem sal; portanto, a topolografia

ndo esta correlacionada com a adesé&o celular como mostra a Figura 4.6a.
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Figura 4.16. Modulos de elasticidade e morfologia de filmes de PEM de HA3/CHI3. (a) Mdédulos de
Young E (média + desvio padrdo) medidos via nanoendentagdo com microscopia de forca atébmica
indicado pela diferenca estatistica significativa entre estes quatro filmes (ANOVA, p = 0.15). (b) Imagens
de topografia de MFA com modo contato mostram que montagem na presenca de sal altera a morfologia
de superficie das PEMs. A comparagédo com a Figura 4.6a indica que ndo ha uma correlagdo entre esta
topografia de superficie e a adesao de linfocitos B.

A auséncia de correlagdo entre a rigidez e a topografia superficial dos filmes PEM
sugere que outras caracteristicas de superficie, tais como a densidade e acessibilidade de
ligantes de HA, permanecem como explicagdes plausiveis para a adesao seletiva.

Filmes hidratados de (HA3/CHI3);, 0 mM NaCl apresentaram uma topografia de picos
pontiagudos de até 28,3 nm de altura (Fig. 4.17). Com uma camada de HA adicional, estes
filmes apresentam caracteristica topografica similar, porém com uma altura superior, de até
52,0 nm.

A presenca de sal, durante a preparagao dos filmes, muda drasticamente o relevo da
superficie. Em comparagdo com os fiimes preparados sem sal, filmes hidratados de
(HA3/CHI3);, 100 mM NaCl, apresentaram uma superficie com regides menos pontiagudas
mas, por outro lado, com uma rugosidade maior, de até 192,4 nm. A presenga de sal promove a
maior deposi¢cao de polieletrélitos, e a preparagdo com sal nas solugcbes de polieletrolitos e
lavagens com agua pura promovem um alisamento da superficie, devido a inser¢do e remogéao

do sal durante o processo de preparacao, dos filmes, como observado.
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Figura 4.17. Imagem MFA 3D de um filme hidratado de (HA3/CHI3);, 0 mM NaCl.
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Figura 4.18. Imagem MFA 3D de um filme hidratado de(HA3/CHI3)3 5, 0 mM NaCl.
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Figura 4.19. Imagem MFA 3D de um filme hidratado de (HA3/CHI3);, 100 mM NacCl.
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Figura 4.20. Imagem MFA 3D de um filme hidratado de (HA3/CHI3)35, 100 mM NaCl.
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O filme hidratado de (HA3/CHI3);5, 100 mM NaCl mostrou uma topografia similar ao
filme de (HA3/CHI3);, 100 mM NaCl, com regides de picos mais arredondados e com maior

rugosidade em comparagao com os filmes preparados na auséncia de sal.

4.3.6 Linfécitos Funcionalizados com PEMs em Solugao RPMI

Uma vez que os linfocitos estdo aderidos em PEMs, estes filmes podem ser
desprendidos da superficie dos substratos com a utiizacdo da camada de
(PNIPAAM3/PMAA3)s05, que se dissolve em agua com pH 7,0 e temperatura de 4 °C. Imagens
de microscopia confocal, a laser, de linfécitos funcionalizados com PEMs de (CHI3/HA3);, 100
mM NacCl, sdo observados na Figura 4.21. As diferentes figuras A-F representam diferentes
linfocitos funcionalizados em situacdes diferentes.

Estes linfocitos sdo, agora, equipados com backpacks (mochilas) que contém um
marcador fluorescente e nanoparticulas superparamagnéticas, o que confere funcionalidade
aos linfocitos. Os linfocitos s&o viaveis mesmo carregando a backpack de PEMs.
Aparentemente, os linfécitos podem se replicar mesmo contendo as PEMs, como se observa
nas Figuras 4.21E e 4.21F. E importante destacar que, com a versatilidade da preparacdo de
PEMs, é possivel funcionalizar os linfécitos com outros compostos na backpack, tais como
farmacos para tratamento de cancer, outras nanoparticulas, nanoestruturas, ou biomoléculas
com finalidades especificas para a area de biotecnologia.

Anadlises adicionais de citometria de fluxo dos linfocitos funcionalizados foram realizadas,
as quais comprovaram que aproximadamente 71% dos linfécitos tinham a backpack de
(MNP4/FITC-PAH)g 5(CHI3/HA3);, com 100 mM NaCl, e se apresentavam viaveis.
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E P e F

Figura 4.21. Imagens de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) de linfécitos funcionalizados
com PEMs de —(MNP4/FITC-PAH)y5(CHI3/HA3)3;, com 100 mM NaCl (trabalho em colaboragdo com
Albert J. Swiston, 2009).
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4.3.7 Reagao de PEMs com SPDP
Imagens de microscopia fluorescente de PEMs funcionalizadas com o ligante SPDP

(regido de fluorescéncia na metade do lado esquerdo) estao apresentadas na Figura 4.22.

Figura 4.22. Imagens de microscopia fluorescente de PEMs funcionalizadas com o ligante SPDP (regido
de fluorescéncia na metade do lado esquerdo). (Estudo em colaboragdo com Albert J. Swiston, 2009;
RESULTADOS AINDA NAO PUBLICADOS)

Os experimentos de adeséo dos linfécitos B em PEMs de HA/CHI, funcionalizadas com
o ligante SPDP, nao apresentaram um aumento na eficiéncia de adesdo, em comparagdo com
os filmes de HA/CHI, sem o ligante. Mais estudos necessitam ser realizados para investigar a
forca de ligagao dos linfécitos aos filmes de PEMs contendo o ligante SPDP e comparar os
resultados com os obtidos quando se considera apenas a interagdo CD44-HA.

PEMs contendo HA e CHI sao interessantes para uma variedade de aplicagcbes
biologicas devido as suas propriedades ja bem estabelecidas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. (RICHERT et al. 2004 A; THIERRY et al., 2003; ETIENNE et al., 2005;
PICART et al., 2005; SCHNEIDER et al., 2007 B,C). No caso especifico de engenharia do
sistema imune, uma sequéncia de seis-agucares do HA é um ligante natural para os receptores
de superficie CD44 presentes em muitas células do sistema imunologico (UNDERHILL, 1992).
Para se tirar o maior proveito desta interagao, potencialmente muito forte, entre célula-polimero,
€ necessario criar nanoestruturas moleculares que apresentem seus grupos funcionais de
ligagéo criticos, em um arranjo otimizado. Para se alcancgar este objetivo, examinamos como as
condi¢cdes de deposicao influenciam o blending no nivel molecular (SHIRATORI & RUBNER,

2000) destes dois polimeros, durante a preparagéo dos filmes multicamadas. Trés variaveis de
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deposicao foram estudadas detalhadamente: a presenga de NaCl nas solugdes poliméricas (0
mM ou 100 mM NaCl), o pH das solugbes poliméricas (3,0 ou 5,0), e o polimero depositado na
ultima camada (HA ou CHI).

Filmes multicamadas de polieletrélitos biopoliméricos, construidos de acido hialurénico e
quitosana, sao capazes de eficientemente promover a adeséo de linfécitos B. Linfécitos B séo
células do sistema imunolégico adaptativo que tem evoluido para identificar agentes
patogénicos muito eficientemente. Elas s&o, devido as suas habilidades de deteccao,
candidatas excepcionais para compor biossensores - baseados em células - devido as suas
aplicagcbes em diagnésticos de doencgas infecciosas, em aplicagdes de engenharia para o
sistema imune, onde podem ser utilizadas para localizar e alcangar tecidos doentes e infectados
(RIDER et al., 2003).

Os filmes construidos com quitosana e acido hialurénico exploram as interagdes entre o
receptor celular CD44 - presente na superficie dos linfécitos - e o acido hialurénico fornecendo
um método para produzir superficies com propriedades de aderéncia as células B, sem a
necessidade da utilizacdo de reagdes quimicas agressivas.

Os filmes multicamadas que apresentaram as duas maiores eficiéncias de adesao de
linfocitos B foram construidos com pH 3,0. Em um dos casos, HA foi depositado como ultima
camada e 100 mM NaCl foi adicionado as solucbes de deposi¢cdo. No outro caso, CHI foi
depositada como ultima camada polimérica e nenhum NaCl foi adicionado as solugcbes de
deposigao. No primeiro caso, com HA como ultima camada e na presenca de NaCl, o filme
multicamada resultante exibiu a maior concentragdo de segmentos livres de HA, revelado pelo
tingimento com azul de alciano. Na hipétese de que a adeséao de linfocitos B, em multicamadas
de HA/CHI, é promovida através da interagdo do receptor CD44 com os segmentos da cadeia
polimérica de HA, entdo é de se esperar que a multicamada com a maior concentragdo de
segmentos livres de HA seja a mais eficiente para a adeséo de linfécitos B. Porém, o fato de
que o filme multicamada com terminagdo de CHI, construido com pH 3,0, exibiu a maior
quantidade de grupos livres catidnicos (e um tingimento muito menor de azul de alciano), indica
que as cargas positivas das cadeias poliméricas da CHI estao também contribuindo, neste
caso, para uma alta eficiéncia de adesao. Cargas catibnicas podem melhorar a adesao celular,
ja que linfécitos B tem uma membrana celular negativamente carregada. Portanto, tanto as
interagdes de CD44-HA, quanto as interacoes eletrostaticas podem estar agindo no processo

de adesao dos linfécitos com as PEMs de HA/CHI.
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Experimentos de controle, apropriados, confirmaram que o HA é necessario para uma
ades&o bem sucedida de linfécitos B. Para todos os casos examinados (montagem com pH 3,0
e 5,0, com e sem sal), multicamadas contendo HA exibiram a habilidade de aderir e imobilizar
linfocitos B de meios de cultura. Por outro lado, quando o HA foi substituido, nas multicamadas,
pelo polimero ALG, estruturalmente similar ao HA, nenhuma adesao de linfécitos foi observada.
De fato, os filmes multicamadas de ALG/CHI, investigados neste estudo, provaram ser
excelentes multicamadas para bloquear a adesdo dos linfocitos B. De forma similar, filmes
multicamadas contendo PDAC/SPS exibiram somente uma fraca habilidade de aderir linfécitos
B. Em um estudo separado, sobre as propriedades mecanicas no estado-molhado dos filmes,
realizado com experimentos de nanoendentacdo com MFA, determinou-se que ndo ha uma
correlagao forte entre a dureza (médulo) do filme e a adeséo de linfécitos B. (RESULTADOS
AINDA NAO PUBLICADOS, Em colaboragdo com VAN VLIET et al., 2010)

Para fortalecer a idéia de que a adesao de linfocitos B é facilitada por segmentos de HA,
a introducdo de HA soluvel promoveu o desprendimento dos linfécitos previamente aderidos
nas multicamadas de HA/CHI. A diferenga pronunciada observada no numero de linfocitos
desprendidos das multicamadas com as maiores eficiéncia de adesdo dos linfocitos com
terminagéo de HA e CHI (12 % e 60 %, respectivamente) aponta que a adesao entre linfécitos B
com a multicamada com terminagéo de CHI é consideravelmente menos forte. Essa observagéo
também fortalece a nogcdo que, no caso das multicamadas com terminagado CHI, as interacbes
eletrostaticas entre as cadeias poliméricas positivamente carregadas de CHI e os linfécitos
negativamente carregados, sdo em parte, responsaveis pela alta eficiéncia da adeséo de
linfocitos B, neste sistema de multicamadas. Mesmo que as interagdes eletrostaticas possam
resultar em uma alta eficiéncia de adesédo de linfécitos, com menos sitios de ligagdo com
ligantes CD44 na superficie, os linfocitos B sao facilmente deslocados das multicamadas com
as cadeias de HA em solucdo que agem como receptores competitivos. Além disso,
demonstramos que os linfécitos B aderidos em multicamadas com terminagdo de HA sao muito
mais resistentes ao deslocamento, quando sujeitos a um escoamento agressivo de solugédo de
PBS sobre a superficie. Portanto, se o objetivo € uma alta eficiéncia de adesao de linfécitos,
junto com uma adesédo mais forte, condigdes de montagem que produzem o maior nivel de
segmentos livres e acessiveis de HA sdo a melhor opgéo.

A possibilidade de se obter um filme com terminagdo com HA ou CHI e se alcangar uma
eficiéncia de adesado similar de linfécitos pode ser de interesse particular para algumas

aplicagbes. Caso os requisitos da aplicacdo ditem a necessidade da presengca de grupos
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funcionais particulares nas superficies carboxilas em HA, aminos em CHI), entdo HA ou CHI
podem ser utilizados sem prejudicar a capacidade de adesao dos linfocitos B. Adicionalmente,
as propriedades antibacterianas conhecidas da CHI (KUMAR et al., 2004) podem ser melhor
exploradas quando a CHI é a ultima camada depositada.

Finalmente, notou-se que mesmo tendo identificado condigdes especificas de montagem
das PEMs para promover um nivel alto de adesao de linfécitos B, uma correlagao direta e clara
entre a quantidade total de segmentos livres de HA (como revelado com o tingimento com azul
de alciano) e a adesado de linfocitos B nao foi descoberta. Isso reflete o fato que, como
mencionado acima, interagbes eletrostaticas também podem estar influenciando a adeséo,
resultando em uma interacdo e agcdo combinadas entre a adesao de linfécitos e 0 numero de
segmentos de HA e cadeias positivamente carregadas de CHI, préximas de ou na superficie.
Adicionalmente, como os ligantes de adesdo do HA estdo dispostos na superficie (em loops
e/ou em tails, por exemplo), ndo somente a quantidade total de HA presente no filme, é muito
mais importante para uma adeséo eficiente do CD44. Condigbes de montagem com pH baixo e
com a presenca de sal nas solugbes de deposicdo seriam esperadas para favorecer uma

concentragao maior de loops e tails.

4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Multicamadas de biopolimeros contendo acido hialurénico e quitosana imobilizam
linfocitos B nao-aderentes, com sucesso. Estes filmes aderem linfécitos B via a interagao nativa
entre 0 CD44 e o HA, assegurando a viabilidade e fungdes dos linfécitos apds a adesdo. E
possivel maximizar a eficiéncia de adesdo das PEMs ajustando-se sistematicamente as
variaveis forca ibnica e pH das solugbes de deposicdo. Dentre todos os sistemas de
multicamadas de biopolimeros estudados, os filmes com terminagdo de HA, (HA3/CHI3); 5,
depositados com 100 mM NaCl, foram os que apresentaram a maior adesao de linfocitos (com
1850 + 150 células/mm?). Niveis de adesdo muito similares foram encontrados para filmes com
terminacdo de CHI, (HA3/CHI3);, depositados sem NaCl. Também foi observado que os
linfécitos aderem em filmes de HA/CHI, padronizados foto-litograficamente, corroborando
observagdes prévias.

Este trabalho demonstra duas condigdes importantes para a adesdo bem sucedida de
linfocitos B, em filmes multicamadas contendo HA. A primeira condicdo é que o HA é essencial

para a adesao mediada pelo receptor CD44, o que foi demonstrado pelos experimentos de
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controle com ALG e ensaios de adesao antagbnica com HA soluvel. Porém, como mostrado
pelos resultados obtidos com tingimento por corantes, a quantidade total de HA em um filme
multicamada n&o determina, necessariamente, a capacidade de adesdo de linfocitos B. A
segunda condicao, envolve a escolha de parametros para as solugdes de HA (pH baixo e
presenca de sal) que favoregam o surgimento de loops e tails, disponibilizando mais ligantes de
adesao para o receptor CD44, resultando em uma maior adesao de linfécitos B. Estas duas
condigdes enfatizam que, como HA é apresentado na superficie, ele é o fator mais importante
para determinar o potencial de adesao dos linfocitos. A possibilidade de facilmente se produzir
filmes finos que fagam adesdo com o receptor CD44, com afinidades de ades&o ajustaveis,
encontrara inumeras aplicagbes em biosensores, biomateriais, e aplicagbes de engenharia
tecidual do sistema imune. Além disso, a interacdo natural entre o CD44 e o HA pode
desencadear cascatas de sinalizag&do celular e resultar em comportamentos desejaveis para

biosensoriamento, uma aplicagdo que originalmente motivou este trabalho (RIDER et al., 2003).

105



Fernando da Cruz Vasconcellos CAPITULO 4 — PEMs para a Imobilizagéo de Linfécitos B

4.5 APENDICE

Publicado em Biomacromolecules: Bioactive polyelectrolyte multilayers: hyaluronic acid

mediated B lymphocyte adhesion. Biomacromolecules, 2010; 11(9); 2407-2417.

Entrevista no Jornal da UNICAMP, Pesquisador desenvolve na FEQ material
que interage com células. Complexos biocompativeis podem ser usados como biossensores ou

no ‘transporte’ de farmacos. Edicdo do jornal: 21-27 de maio de 2011, pagina 9.

Entrevista no Correio Braziliense, Brasilia, “Mochilas” de Salvagdo, Caderno Saude, 14 de maio
2011, pagina 31.

Apresentacdes orais do trabalho:

1) Vasconcellos, F. C., Swiston, A. J., Zieger, A. S., Vliet, K. V., Cohen, R. E., Rubner, M.
F., Physical and Mechanical Properties of Lymphocyte Adhesive Biopolymer Multilayer
Films, In: International Conference on Advanced Materials- ICAM, Rio de Janeiro, RJ,
20-25 setembro, 2009.

2) Vasconcellos, F. C., Swiston, A. J., Beppu, M. M., Cohen, R. E., Rubner, M. F.,
Biopolymer Multilayers for Promoting Immune Cell Adhesion, In: 13" IACIS International
Conference on Surface of Colloid Science and the 83" ACS Colloid & Surface
Symposium, Columbia University, New York, NY, 14-19 junho, 2009.

3) Vasconcellos, F. C., Swiston, A. J., Beppu, M. M., Cohen, R. E., Rubner, M. F,,
Lymphocyte Adhesive Biopolymer Thin Films, In: MIT/Princeton Microsymposium on
Polymers, Princeton, NJ, 10-11 junho, 2009.

Prémio: Melhor Péster — Materials Day, 2008 (MIT): Functional Polyelectrolyte Multilayer
Patches on Living B-cells, Massachusetts Institute of Technology, MIT, Cambridge, MA, 29

outubro, 2008. (apresentagdo em colaboragdo com Albert J. Swiston)

106



Fernando da Cruz Vasconcellos CAPITULO 4 — PEMs para a Imobilizagéo de Linfécitos B

Citagao do Trabalho no Diario da Saude, Brasileiros criam “mochila” para células carregarem

medicamentos. 05 de abril 2011.

Citacdo do Trabalho na NewsRx: http://www.newsrx.com/health-articles/2182228.html, Outubro
2010.

107



108



CAPIiTULO 5

FILMES FINOS ANTIBACTERIANOS COMPOSTOS POR MULTICAMADAS DE
BIOPOLIMEROS

5.1 INTRODUGCAO

Estudos recentes tem demonstrado que superficies que podem sofrer significativo
intumescimento e ao mesmo tempo ser n&o-rigidas, tém a caracteristica de resistir a
proliferacao de bactérias, e que um numero suficiente de cargas catibnicas moveis podem
efetivamente romper membranas celulares (LICHTER & RUBNER, 2009, LICHTER et al.,
2008). Os filmes finos de polieletrélitos (PEMs) produzidos pela técnica layer-by-layer (LbL),
para o recobrimento e funcionalizacdo de superficies vem sendo estudados para inativar
(destruir) bactérias, seja através da liberacdo controlada de biocidas ou com a fabricagcao de
superficies que promovam a destruicdo das células bacterianas, logo ao contato com a
superficie.

As superficies de filmes PEMs constituidos pelos polieletrélitos HA e CHI se prestam a
essa atividade antibacteriana, uma vez que, sendo o HA passivel a hidratac&o, ele condiciona e
lubrifica a superficie do filme, impedindo a proliferacdo das bactérias. Ao mesmo tempo, a CHI,
com suas cargas positivas, inativam (destroem) as bactérias. Portanto, para a producgédo de
superficies antibacterianas, filmes de PEMs que maximizem o HA depositado - disponivel na
superficie para a lubrificagdo e livre para impedir a proliferagdo — juntamente com as cargas
positivas da CHI - com caracteristicas biocidas - servem ao propdsito de impedir a
contaminacgao de superficies pela proliferagdo indesejavel de bactérias viaveis.

Neste estudo, filmes finos de acido hialurénico (HA) e quitosana (CHI) foram utilizados
como superficies antibacterianas. Um dos parametros de preparo destes filmes, o pH, foi
variado para expor um numero alto de cargas catibnicas, criando assim, superficies
antibacterianas efetivas, sem a utilizagao de farmacos ou biocidas. O nimero de bactérias
viaveis da cepa Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) foi significativamente reduzido em
PEMs com um numero alto de cargas catidnicas livres.

O estudo da produgdo de novos materiais funcionais, para o controle da proliferagao
bacteriana e prevengao de infeccbes, vem sendo extensivamente pesquisado. Estima-se que
aproximadamente 64% das infeccbes adquiridas em hospitais ao redor do mundo sao

atribuidas a proliferagao de bactérias em equipamentos médicos e implantes (COSTERTON et
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al., 1999). Estas infecgdes hospitalares representam um gasto estimado de U$ 4,5 bilhdes,
anualmente, no mundo (KATSIKOGIANNI & MISSIRLIS, 2004).

A adesao de células de bactérias, nas superficies e interfaces de materiais, representa o
primeiro estagio na proliferagdo e colonizagdo bacteriana e, posteriormente, no
desenvolvimento de biofilmes bacterianos (estruturas tridimensionais de colbénias bacterianas
envolvidas em uma matriz de polissacarideos produzida pelas bactérias) (COSTERTON et al.,
1999). Biofilmes bacterianos, na superficie e interfaces de equipamentos e dispositivos, sao
sabidamente muito resistentes a tratamentos com antibiéticos (COSTERTON et al.,, 1999;
STEWART & COSTERTON, 2001; NOROWSKI & JOEL, 2009). Em sistemas de distribuigdo de
aguas, a adesdo e proliferagdo bacteriana resulta na formagido de biofilmes, um processo
denominado de biofouling, que pode restringir e mudar o fluxo do fluido, e causar a aceleragao
da degradacdo de materiais como os componentes de tubulagdes, comprometendo assim a
qualidade da agua (HALLAM et al., 2001).

As abordagens atuais, mais comuns, para combater a colonizacdo de bactérias que
consigam aderir estavelmente em superficies, incluem o uso de antibiéticos; a funcionalizagéo
de superficies com agentes microbicidas; a liberagdo lenta de biocidas, tais como o ouro ou a
prata, na superficie de materiais que tenham estes agentes incorporados em suas estruturas;
ou a funcionalizacdo superficial de materiais com polimeros ou peptideos que tem acbes
antimicrobianas especificas. Outra abordagem muito promissora € a prevencdo da adesdo
bacteriana na superficie de materiais, antes da colonizagao.

Recentemente, a técnica de deposigao layer-by-layer de multicamadas de polieletrdlitos
tem sido utilizada no estudo e controle da interface entre superficies e células bacterianas, e na
producdo de recobrimentos antibacterianos eficientes (LICHTER et al., 2009; LICHTER et al,,
2008; LICHTER & RUBNER, 2009; RICHERT et al., 2004 A).

As células bacterianas de interesse, no presente estudo, s&o da bactéria
Staphylococcus epidermis (S. epidermidis). A S. epidermis, € uma bactéria esférica firmicute
Gram positiva (G+), que serve como modelo, ja estabelecido, de adesdo e proliferagédo
bacteriana e que é responsavel por infecgdes hospitalares. Estratégias e métodos de prevengéo
da colonizagéo e infecgdo por S. epidermidis sao muito importantes, ja que essa espécie de
bactéria tem, através de mutacéo, se tornado mais resistente a tratamentos com antibidticos.

O presente estudo avalia filmes finos de multicamadas de quitosana (CHI) e &cido
hialurénico (HA) com pH 3,0 e diferente numero de bicamadas para otimizar sua acao

antibacteriana. A funcionalidade quimica e as propriedades mecanicas destes filmes podem
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ser ajustadas com variagdes simples de condigdes de preparo, utilizando-se a técnica layer-by-
layer, como a escolha do polication/polidnion, pH de montagem, ou polimero da camada de
superficie, podendo ser obtidas diversas superficies (substratos de vidro, metalicas, ou

poliméricas), com capacidade de prevenir a proliferagdo de bactérias.
5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Materiais

O acido hialurénico (HA, de Streptococcus equi sp, massa molecular My = 1,63 x 10°
g/mol), quitosana (CHI, baixa massa molecular = 5 x 10* g/mol, 75-85 % desacetilada), alginato
(ALG, na forma de alginato de sédio, baixa massa molecular =~ 12-19 x 10* g/mol), poli(cloreto
de dialildimetilaménio) (PDAC, média massa molecular, 20% massa em solu¢cdo aquosa), e
poliestireno sulfonato de sédio (SPS, massa molecular My = 7 x 10* g/mol) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (USA). Todos os polieletrélitos foram utilizados sem purificacdo anterior. O pH
das solucdes de polieletrolitos foi ajustado para pH 3,0, com 1 M HCl ou 1 M NaOH. O meio de
cultura LB-Miller foi obtido da VWR (USA). O agar e a agua estéril deionizada, para os ensaios
bacteriolégicos, foram adquiridos da VWR (USA). Bactérias monoclonais Staphylococcus
epidermidis (S. epidermidis ATCC # 35984 (capazes de formar biofilmes)) foram utilizadas nos
estudos. Todos os reagentes eram de grau analitico e foram utilizados sem purificagado anterior.
Laminas de vidro (VWR) pré-limpas foram utilizados como substratos. Placas Petri BD Falcon
foram adquiridas da BD Biosciences (USA). Todas as solugbes foram preparadas com agua

Milli-Q (Millipore) com uma resistividade de 18,2 MQ-cm.

5.2.2 Preparacao das PEMs

A preparagao das PEMs foi realizada através do método de deposicao layer-by-layer
(LbL), de imerséo alternada e sequencial, em solugdes de polications/anions. LaAminas de vidro
foram previamente recobertas com filmes de (PDAC4/SPS4)55 + 100 mM NaCl - antes da
construgcdo da regido do filmes com os biopolimeros HA e CHI. Solugdes de CHI e HA (ambos
de marca Sigma, USA), na concentragao de 1% (w/v) em agua Milli-Q 18MQ, foram ajustadas
para pH 3,0 com solugées de 1 M HCI ou 1 M NaOH. Os filmes de multicamadas foram
produzidos iniciando-se a deposicdo com HA sobre a superficie da pré-camada positiva de
PDAC. Variou-se o numero de bicamadas do filmes (2 e 3), mantendo a CHI como ultima

camada depositada.
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5.2.3 Teste de Proliferagao de Bactérias — Ensaios Waterborne

Ensaios de proliferagdo de bactérias, presentes em meios aquosos (waterborne), foram
adaptados do protocolo estabelecido de Tiller et al. (TILLER et al., 2001). O meio de cultivo
Miller Luria-Bertani ou LB-Miller (VWR) foi inoculado com uma cepa monoclonal de uma cepa
bacteriana escolhida com um Joop estéril e incubado durante 24 horas, a 37°C, com leve
agitacdo. Duas aliquotas de 50 mL de cultura bacteriana foram centrifugadas a uma frequéncia
de 2700 RPM, durante 10 min, a 4°C; o meio de cultivo LB foi decantado, e os pellets
bacterianos foram re-suspensas em PBS 150 mM NaCl (VWR). Apdés a re-suspensao, as
células foram centrifugadas duas vezes (2700 RPM, 5 min) para assegurar a remogao completa
do meio de cultivo LB, e foram re-suspendidas, finalmente, em agua Milli-Q, 18,2 MQ-cm. A re-
suspensdo foi diluida com agua de 10° células/mL (medida via densidade dptica) para obter
suspensdes com a requerida densidade celular (tipicamente de 10" células/mL para a cepa S.
Epidermidis, em agua). Amostras (em ftriplicata, para cada condi¢cdo) foram colocadas em
solugdes bacterianas durante 4 horas a temperatura ambiente, e submetidas a trés lavagens
leves de agua Milli-Q, 18 MQ-cm. Amostras foram incubadas sob uma camada de gel de agar
com 1% LB, durante 24 horas. As colbnias de bactérias foram contadas para determinar a
habilidade de proliferacdo, em cada amostra, das bactérias viaveis. Para lAminas com alta
densidade populacional de coldnias, no minimo 10 imagens digitais, por amostra, foram
adquiridas com uma lente objetiva de 4x utilizando um microscopio invertido (Leica, Alemanha).
Densidades das colbénias foram determinadas normalizando o nimero médio de coldnia, por
imagem, com a area total da imagem calibrada. Amostras com poucas col6nias bacterianas
foram contadas a olho nu. A Figura 5.1 apresenta a representacdo esquematica dos ensaios

waterborne de bactérias em filmes de PEMs.
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Figura 5.1. Representagédo esquematica dos ensaios waterborne com bactérias em filmes de
PEMs.

5.3 RESULTADOS

Laminas de vidro sem recobrimento e outras recobertas com filmes de
(PDAC4/SPS4)155, (PDAC4/SPS4)55-(HA3/CHI3), e (PDAC4/SPS4)55-(HA3/CHI3); foram
imersos durante 4 horas em uma diluicdo de 10’ células de bactérias/mL (S. epidermidis). As
amostras, contendo os filmes, e as laminas de vidro - sem recobrimento - foram posteriormente
recobertas com géis de 1% &agar e incubadas durante 24 horas. As amostras e as laminas de
vidro de controle (ndo recobertas) e com apenas a pré-camada (PDAC4/SPS4)55 foram
analisadas (a pré-camada de PDAC4/SPS4 promove uma melhor adesdo das PEMs de CHI e
HA — veja pagina 45). A contagem de colbnias bacterianas nas diversas superficies esta

apresentada na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Ensaios waterborne com S. epidermidis mostrando nenhuma atividade
antibacteriana em substratos de vidro sem recobrimento e em substratos recobertos com
(PDAC4/SPS4)455-(HA3/CHI3), e (PDAC4/SPS4)455-(HA3/CHI3)3;, demonstrando uma redugao
da profileragao bacteriana de 90 e 99%, respectivamente, em comparagao a lamina de vidro
controle e a lamina de vidro recoberto apenas com a pré-camada (PDAC4/SPS4)s5s.

Os resultados mostram que o recobrimento com (HA3/CHI3), e (HA3/CHI3); sobre uma
pré-camada de (PDAC4/SPS4)55 proporcionou uma reducédo de proliferagdo bacteriana de
aproximadamente 90 e 99%, respectivamente, em comparagdo com as laminas de controle e
as laminas de vidro com a pré-camada (PDAC4/SPS4)s 5.

A composicdo de PEMs com a CHI, portanto, apresentam menos bactérias no contato.
Sua acao pode ser otimizada — pela escolha das condigdes de preparo quanto ao pH e a forga
idbnica - aumentando-se a atividade antibacteriana das PEMs dos quais ela faz parte. No
presente trabalho, a escolha do pH foi 3,0, diferente daquele dos demais trabalhos na area, que
utilizaram pH 5,0. O pH 3,0 conduziu a melhores resultados do que os obtidos anteriormente,
em vista do aumento das cargas positivas o que pode dificultar a proliferagdo bacteriana. Nessa
condigao, como ja discutimos nos capitulos 3 e 4, a superficie do filme também apresenta mais
loops and tails do polimero HA, que provavelmente promovem uma maior lubrificacdo da
superficie e dificultam a colonizagcdo das bactérias.

E interessante destacar que os filmes (PDAC4/SPS4)s5-(HA3/CHI3); sdo filmes com

dupla funcionalidade - previnem a proliferagdo de bactérias, e a0 mesmo tempo promovem a
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adesdo de células do sistema imunolégico (células B), através da interacdo entre HA e
receptores celulares CD-44 presentes em células do sistema imunolégico (SWISTON et al.,
2008; VASCONCELLOQOS et al., 2010).

Também foi observado que a pré-camada de (PDAC4/SPS4)55 € importante para a
formacao de filmes de HA/CHI que sejam capazes de prevenir a proliferacdo bacteriana de uma
forma efetiva. Ensaios posteriores mostraram que sistemas de HA/CHI e HA/CMC (acido
hialurénico/carboximetil celulose), sem a pré-camada de (PDAC4/SPS4)s5, nao eram
significativamente resistentes a colonizacdo de bactérias. Isso se deve ao fato destes filmes
néo aderirem ao substrato de uma forma uniforme, eficaz, como no caso da ldmina de vidro
controle. Os filmes formados, sem a pré-camada, ndo recobrem a superficie por inteiro, como
discutido no capitulo 3.

Testes antibacterianos também foram realizados com o sistema backpack para a
adesdo de linfocitos B (SWISTON et al, 2008), (PMAA/PNIPAAmM)gys-(FITC-PAH/MNP)4o-
(HA3/CHI3)3 5, porém, estas amostras se mostraram com uma cor muito escura e a precisao na

contagem de colbnias de bactérias ficou comprometida.

5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

PEMs de CHI e HA preparadas com pH 3,0 sdo excelentes recobrimentos para prevenir
a proliferacao de bactérias S. epidermidis, com resultados que apontam reducao de até 99% de
colénias bacterianas aderidas em substratos funcionalizados. Com isso, é possivel produzir
PEMs com dupla funcionalidade — com superficies para a adesao seletiva de linfocitos B, e
superficies para evitar a proliferacdo de bactérias (superficies antibacterianas). Estes filmes de

PEMs tem grande potencial para aplicacdo nas areas médicas, de saude e de bioengenharia.
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CONCLUSOES FINAIS

Alguns biopolimeros foram escolhidos para a produgéo de filmes de polieletrélitos com
multicamadas (PEMs), devido a suas propriedades fisico-quimicas especificas e a sua
biocompatibilidade. A técnica layer-by-layer (LbL), utilizada na produgao dos filmes, possibilitou
a formacdo das PEMs pela deposicido sequencial e alternada de polieletrolitos de cargas
opostas, sobre um substrato sélido.

PEMs produzidas com a técnica layer-by-layer, pela deposicdo dos biopolimeros
quitosana (CHI) e acido hialurénico (HA), se mostraram com a capacidade de imobilizar
linfécitos B (células do sistema imunoldgico ndo aderentes), eficientemente. Quando os filmes
de PEMs foram expostos aos linfécitos B durante uma hora, linfécitos B aderiram aos filmes,
tanto em filmes com estruturas planas (com ades&o da ordem de até 1850 + 150 células/mm?),
como em filmes com estruturas padronizadas (com adesao de até 71% de células aderidas nos
bastdes disponiveis do padrao). Niveis superiores de imobilizagdo puderam ser alcangados pela
exposi¢cao mais prolongada dos linfécitos B aos filmes de PEMs.

PEMs de CHI/ALG produzidas com CHI associada ao polieletrélito alginato (ALG) —
substituindo o HA e de mesma carga elétrica - ndo apresentaram a propriedade de adeséo dos
linfocitos B indicando, portanto, ser o HA é um componente fundamental na fabricagao das
PEMs que promovam essa adesdo. O processo de adesao ocorre via interacdo do HA presente
na superficie dos filmes com os receptores celulares CD44, presentes nos linfécitos B.

As PEMs funcionalizadas com os linfocitos B foram posteriormente desprendidas da
superficie onde estavam depositadas, resultando em linfécitos equipados com backpacks
(mochilas) (porcdes dos flmes PEMs aderidos as células) para uso de interesse. Os backpacks
preparados e associados aos linfécitos podem ser incorporados com marcadores fluorescentes
— importantes para imagens biolégicas — e com nanoparticulas superparamagnéticas —
susceptiveis de serem deslocadas, juntamente com os linfécitos, para regides de interesse via
aplicagdo de campo magnético. Os linfécitos B mantiveram sua atividade bioloégica e
capacidade de reprodug¢ao, mesmo quando aderidos as PEMs de CHI/HA.

Filmes PEMs de HA/CHI forma produzidos com 2 e 3 bicamadas, e posteriormente
colocados em contato com a bactéria S. epidermidis. Foi observada uma redugao de 90%, no
crescimento da bactéria quando em contato com as PEMs de HA/CHI com 2 bicamadas e de

até 99% quando em contato com as PEMs de HA/CHI com 3 bicamadas, em comparagdo com
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o crescimento destas bactérias em laminas de vidro sem recobrimento ou recobertas com
apenas a pré-camada (PDAC4/SPS4)s 5.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a viabilidade da construgdo de filmes
finos multicamadas a base de biopolimeros para uso na adesao de linfécitos B, e na fabricagao
de superficies antibacterianas para a area de bionanotecnologia. Além da utilizagdo de
biopolimeros para a construcdo de filmes finos multicamadas, também foi possivel utilizar
diversos polimeros sintéticos para o mesmo fim, e incorporar nesses filmes, marcadores
fluorescentes e nanoparticulas. A tecnologia de layer-by-layer, utilizada, é de grande
aplicabilidade, como foi constatado pelos experimentos realizados. A aplicagao conjunta das
técnicas, litografica e de layer-by-layer, se mostrou muito versatil e poderosa para a produgéo
de complexos nanoestruturados (bottom-up e top-down approaches). Portanto, & possivel
utilizar tanto abordagens bottom-up (layer-by-layer) como top-down (litografia) para criar
nanoestruturas complexas de interesse. A combinacdo destas duas abordagens €& de
expressiva importancia no futuro desenvolvimento da nanotecnologia.

Parte do trabalho desenvolvido foi realizado em colaboragdo com grupos experimentais
ativos, e proeminentes em pesquisas, na area de PEMs e suas aplicagbes: com os grupos de
pesquisa do Prof. Dr. Michael F. Rubner, do Departamento de Ciéncia dos Materiais e
Engenharia (DMSE)/MIT, do Prof. Dr. Robert Cohen, do Departamento de Engenharia
Quimica/MIT, além de outros do MIT (Massachusetts Institute of Technology), EUA, no periodo
de julho 2008 — agosto 2009 e com o grupo da Profa. Marisa Beppu do LEQUIP/UNICAMP,
durante o periodo de margo 2007 - abril 2011, no programa de doutoramento - bolsa-sanduiche,
concedida pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
Processo # 1101-08-0.

Como produto adicional do trabalho, uma maquina automatica de imersdo para o
processo LbL foi projetada e construida. A maquina, batizada LbL Nanostructure Pro™ esta
atualmente instalada e operacional no Laboratério de Engenharia e Quimica de Produtos
(LEQUIP) da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, e tem sido fundamental nos
estudos sendo realizados pelo grupo do LEQUIP, nesta promissora area de pesquisa. A
maquina desenvolvida é de grande interesse para varios grupos de pesquisa de nano e

biotecnologia no Brasil.
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A técnica layer-by-layer descrita e os resultados com ela obtidos demonstram expressivo
potencial a ser explorado na producdo de novos biomateriais e nanoestruturas complexas com

inumeras aplicagées em diversas areas do conhecimento.
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TRABALHOS FUTUROS E EM ANDAMENTO

Trabalhos e projetos futuros envolvem o estudo de:
v Sistemas de CHI/ALG e CHI/CMC e futuras aplicabilidades de superficies
biocompativeis*;
v' Sistemas de ALG/CHI e HA/CHI unificados para a adesdo de linfécitos*;
v' Separagao de fases de PEMs com aquecimento ou autoclavagem®;
v' Construgdo de nanotubos e nanobastdes e adesdo de linfécitos in vitro*;
v' Preparagdo de PEMs com moléculas da flora brasileira para a area médica;
v Sistema de produgdo de PEMs com maquina automatica de atomizagao*;
v" PEMs antibacterianas (utilizando outras cepas) e testes in vitro e in vivo;
v" Incorporagao de nanobastdes de ouro em PEMs para o tratamento de cancer;

v" Funcionalizagdo de préteses em colaboragdo com o grupo de prototipagem rapida e
biofabricagdo, BioFabris, Brasil;

v Estudos da influéncia da temperatura durante a preparagéo de PEMs.

v" Modelagem molecular da deposigao layer-by-layer e da formagao de PEMs.

*Trabalhos em andamento.
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ANEXO |

SISTEMA-MAQUINA AUTOMATICA DE IMERSAO PARA A TECNICA LAYER-BY-LAYER

A.0 INTRODUCAO

Este anexo descreve a invengcao desenvolvida durante o projeto de doutorado de forma
a viabilizar a produgdo de PEMs no LEQUIP (FEQ-UNICAMP), baseado nas experiéncias de
uso de outros sistemas de imers&o durante o doutorado-sanduiche do autor da tese. Aqui,
apresenta-se o projeto e a construgdo de uma maquina automatica de imerséo (spin dipper)
para a producdo de filmes finos nanoestruturados, através da técnica de deposicao layer-by-
layer (camada-a-camada). A técnica LbL é baseada na deposicdo sequencial e alternada de
componentes de cargas opostas, (ex. um polication e um polidnion) sobre um substrato, a partir
de solugbes aquosas, ou a partir de outros meios de interagdo, tais como ligagbes chave-

fechadura, ligagbes covalentes, etc. A Figura A.1 apresenta, esquematicamente, o processo.

1) Polication i 1) Poli&nion
— > - — >
2) Lavagem 1 2)Lavagem
— — -
Polication
Lavagem Lavagem
Polidnion

\@/

Figura A.1. Representagédo esquematica do processo de deposicéo layer-by-layer.

139



Fernando da Cruz Vasconcellos ANEXO | — LbL Nanostructure Pro

O sistema tem sido utilizado para a preparagao de filmes finos de multicamadas

nanoestruturados, constituidos de polimeros sintéticos e de biopolimeros.

Cada etapa de deposigcao é tipicamente seguida por uma etapa de lavagem e/ou de
secagem. O processo de deposicao é repetido até atingir o niumero desejavel de bicamadas. As
caracteristicas das bicamadas, e do filme como um todo, podem ser ajustadas através da
variagdo de parametros do processo de deposi¢do, tais como tipo de cation ou anion, e
propriedades das solugdes tais como a concentragdo, forca idnica e pH (DUBAS &
SCHLENOFF, 1999). As camadas presentes nos filmes nanoestruturados ndo sdo camadas
individuais, e sim camadas interpenetradas (DECHER, 1997). A habilidade de controlar as
caracteristicas do filme na faixa nanométrica, em condigdes ambientes, fez com que a técnica
LbL fosse vista como muito promissora em diversas areas de pesquisa. A técnica LbL vem
sendo utilizada para a produgédo de nanomateriais para uma variedade de aplicagdes incluindo
recobrimentos antibacterianos (LITCHER et al., 2009), recobrimentos anti-reflexo (HILLER et
al., 2002), filmes para a adesao de linfécitos B (SWISTON et al., 2009; VASCONCELLOS et al.,
2010), funcionalizagdo de arcabougos (TANG et al, 2006), para aplicagbes na area de
engenharia tecidual, e na preparagdo de superficies funcionais de membranas (ULBRICHT,
2006), para processos de separacao de biomacromoléculas e aplicagdes com células-
combustivel (MICHEL et al., 2007), dentre outras.

A.1 Fundamentos da Invengao

Apesar da existéncia de equipamentos robdticos, personalizados, para a deposigao
layer-by-layer de nanocomponentes, é desconhecida a construcdo de uma estrutura fechada
com grande versatilidade de opc¢Bes de imersdo e posicbes para posicionar as solugdes,
energizada somente com forga elétrica, motores, e software personalizado e apresentando
uma grande variedade de opgdes de processamento.

Esta invencdo apresenta uma maquina de imersdo automatica, totalmente
personalizada, com altas capacidades de suportes para solugdes, sem a necessidade de um
sistema pneumatico para funcionar. Este sistema €& operado através de um software
personalizado que permite ao usuario pré-programar o numero de camadas, os tempos de
deposicao, secagem, e a frequéncia de agitacdo do porta-amostra, para cada etapa de

imersdo. A maquina de imersdo automatica foi utilizada para construir tanto filmes
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nanoestruturados de multicamadas de polimeros sintéticos (poli(cloreto de dialildimetilaménio)
(PDAC) e poliestireno sulfonato de sédio (SPS)), quanto filmes de biopolimeros (quitosana
(CHI), alginato (ALG), acido hialurénico (HA), e carboximetilcelulose (CMC).

A.2 Projeto e Construgao da Maquina Automatica LbL Nanostructure Pro

O sistema da nova maquina de imersao (LbL Nanostructure Pro™) é apresentado na
Figura A.2. A estrutura do equipamento é constituida de painéis e suportes de aluminio
revestidos com tinta eletrostatica. A base estrutural principal é de aco inox 316, para fornecer a
maquina uma maior estabilidade e maior resisténcia a corrosdo. A plataforma giratéria que
acomoda os béqueres, contendo as solugdes, € construida com aluminio e girada com

precisdo por motores elétricos.
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Figura A.2. Imagem do sistema da maquina automatica de imers&o.

A Figura A.3 mostra um desenho esquematico do sistema da maquina automatica de
imersao. O sistema da maquina automatica de imerséo é controlado através de um controlador
l6gico programavel (CLP), podendo ser acionado, tanto automaticamente quanto manualmente,
através do painel de controle. A plataforma giratéria é acoplada a uma eixo mecéanico
personalizado. A plataforma giratéria padrdo suporta oito béqueres de 150, 250, 400, ou 600
mL, porém o numero de posi¢des pode ser aumentado, e é apenas limitado pelo didmetro dos
béqueres e pelo tamanho da plataforma. Como a plataforma é feita de aluminio, ela pode ser
usinada para diversos tamanhos de béqueres como, por exemplo, de 5, 10 e 50 mL,

principalmente quando reagentes caros sado utilizados para construir os filmes
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nanoestruturados. O porta-amostra € acoplado a um motor elétrico que permite girar/agitar as
amostras, durante o processo de imersdo, o que tipicamente conduz a nanoestruturas mais
ordenadas, em comparagdo com filmes que s&o preparados sem agitagdo das amostras

durante o processo LbL.

Motor 3- Porla Amostra

Suportes para béqueres / pl
——— 4
Porla Amoslra O]
M3 Sensores de Proximidade
Plataforma Giratdria O /
- ' Braco Mecinico
Plataforma de Suporte M1 M2
Motor 1 - Plataforma Motor 2 - Braco Mecinico

Figura A.3. Desenho esquematico do sistema da maquina automatica de imers&o.

O porta-amostra padréo possui apenas quatro montagens para ldminas de vidro. Porta-
amostras para acomodar tanto um nimero maior de amostras quanto amostras maiores, foram
incorporados ao presente modelo. O porta amostra é acoplado a um segundo eixo mecéanico
que se movimenta na dire¢cdo z, permitindo controlar a velocidade do movimento do braco e
tempos de imersdo. O eixo mecénico também ¢é acionado através de um motor elétrico e
controlado através de um CLP e painel de controle, que é exibido em uma tela de um
computador. Um visor de nivel é instalado dentro do instrumento para facilitar a sua instalagao
na posicdo horizontal, equilibrada. A maquina € uma estrutura auto contida, que isola o
procedimento de imers&o do ambiente externo, protegendo assim os substratos e as solugdes
contra possiveis contaminagdes. A estrutura da maquina tem a opgéao de ser equipada com um
fitro de ar (ex. HEPA) ou filtro hazmat v. A plataforma giratéria, que suporta os
béqueres/recipientes com a solugbes de imerséo, tem potencial para girar com praticamente
qualquer combinacdo, em numero e tamanho, de béqueres/recipientes, mostrando maxima

versatilidade na sua utilizagio.
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A.3 Operagao do Equipamento LbL Nanostructure Pro

A maquina automatica de imersao é operada completamente através de um software
personalizado e proprietario. O sistema € controlado através de um controlador ldgico
programavel (CLP) e uma interface personalizada para uma operagao féacil; versdo 2.0

apresentada na Figura A.4.
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Figura A.4. Interface personalizada para controle do sistema da maquina automatica de imerséo.

O software permite que o usuario escolha o numero de etapas de imersdo (0-999
camadas), tempos de imersao, frequéncia de rotagado do porta-amostra durante a imerséo ou
secagem (0-150Hz), e tempos de secagem. O motor elétrico para a opgédo de girar o porta-
amostra foi calibrado. O software do sistema disponibiliza para o usuario as horas de inicio e
término de cada corrida de preparagao. Receitas especificas, de preparo, podem ser salvas no
diretério do software para efetuar um inicio rapido do processo, além de futuro uso.

Para preparar a maquina automatica de imersado para o producdo de filmes, o usuario
precisa efetuar os seguintes passos: primeiro preencher os béqueres ou recipientes com as

solugdes de imersao de interesse; acoplar os substratos ao porta-amostra, e o porta-amostra ao
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brago mecanico. O brago mecanico tem dois sensores de proximidade de metal, o que permite
ao usuario verificar e ajustar a distancia entre o substrato e o fundo dos recipientes contendo as
solugbdes. Uma vez que os parametros de niumero de camadas, tempo de imersdo , opcgao de
rotacdo do porta-amostra estdo especificados no programa de software, e a corrida iniciada, a
maquina automatica de imersdo nao requer mais nenhuma supervisdo até que o0 processo

termine.

A.4 Producgédo de Filmes Nanoestruturados com LbL Nanostructure Pro

Uma maquina, completamente automatica e versatil, para a construgdo de compdsitos
nanoestruturados, Figura A.2 foi projetada e construida. Esta maquina automatica de imerséo
esta sendo intensivamente utilizada e tem produzido, com sucesso, fiimes de PDAC/SPS,
CHI/ALG, CHI/HA e CHI/CMC.

A.5 CONCLUSAO PARCIAL

O problema resolvido por esta invengao atende a necessidade de fazer imersdes de
substratos em diversas solugdes de forma automatica, ao invés de manual. A operagdo manual
de imersao, além de poder conduzir a erros de preparagdo, implica num dispéndio enorme de
tempo e energia, desnecessarios, para a produgdo de nanocompostos e filmes finos
nanoestruturados. A maquina automatica de imers&o permite, ainda, a deposicdo de multiplos
componentes, posicionados na plataforma giratéria, de acordo com a aplicacdo desejada, e
processados automaticamente, necessitando apenas a forga elétrica, para sua operagdo. A
estrutura da maquina tem a opgao de ser equipada com um filtro de ar ou um filtro hazmat v. A
plataforma giratdria, que suporta os béqueres/recipientes com a solugbes de imers&o, gira com
praticamente qualquer combinagao de niumero ou tamanhos de béqueres/recipientes, para uma
maxima flexibilidade. O controle da maquina é feito por um computador externo, longe dos
reagentes para assegurar que nada derrame sobre o computador/controle. O porta-amostra tem
a opcao de acomodar multiplas laminas, para uma alta eficiéncia de processamento. A base da
maquina é construida com aco inox que resiste a corrosdo. O sistema de imersao, automatico é
completamente acionado eletricamente, sem a necessidade de sistemas pneumaticos e
cilindros de gas acoplados, para operar a maquina. O presente sistema pode ser facilmente

escalonado para maiores volumes de solugdes e tamanhos de substratos, produzindo, em curto
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espaco de tempo, filmes sobre uma area superficial grande, o que é de grande importancia para
a viabilidade comercial.

A maquina vem sendo utilizada em varios trabalhos em andamento, no Laboratério de
Engenharia Quimica e de Produtos (LEQUIP) e no departamento de Termofluidodindmica da
Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP.

A.6 TRABALHOS FUTUROS

A maquina e o sistema operacional, incluindo o software, estao sendo constantemente

aprimorados, incluindo caracteristicas para atender aos seguintes itens:

- possibilidade(s) de aquecimento dos recipientes contendo as solugdes de deposigao

- inclusdo de uma estac&do de secagem com ar ou nitrogénio comprimido

- desenvolvimento de porta-amostras para outras aplicacdes especificas

- desenvolvimento de plataforma para recipientes menores, para (de) processos de alto custo

- desenvolvimento de filtros de ar e fluxos laminares dentro da estrutura fechada da maquina
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A.7 APENDICE

Entrevista no Jornal da UNICAMP, Pesquisador desenvolve na FEQ material
que interage com células. Complexos biocompativeis podem ser usados como biossensores ou

no ‘transporte’ de farmacos. Edicdo do jornal: 21-27 de maio de 2011, pagina 9.
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