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RESUMO

Quitosana é o unico polissacarideo catibnico encontrado na natureza
proveniente de biomassa, o qual apresenta propriedades que a caracterizam como
biomaterial de grande interesse. Porém, sua solubilidade € um dos principais
limitantes para suas aplicacdes, uma vez que € insoluvel em pH acima de 6. A
modificagdo da quitosana através da fosforilagdo € uma alternativa para aumentar

sua solubilidade em agua e ampliar seu uso como biomaterial.

Este trabalho aborda a fosforilagdo das hidroxilas da quitosana, com a
protecdo do grupo amino, com a finalidade de preservar as caracteristicas catidnicas
da quitosana, alterando sua solubilidade sem que o material deixe de ser pH-

responsivo.

Nesta dissertacdo, a quitosana fosforilada foi caracterizada por RMN,
FTIR, XPS e os pKa dos grupos reativos, determinantes para o comportamento

como polieletrdlito, foram determinados.

Como consequéncia da fosforilagédo, a solubilidade do biopolimero mudou
drasticamente, sendo soluvel em pH acima de 7,00 e parcialmente soluvel em pH
abaixo de 2,80.

O grupo amino, presente na quitosana fosforilada, permitiu explorar outras
modificagdes, podendo ser reticulado pelas mesmas rotas utilizadas para quitosana
nao modificadas. A reticulagao quimica, com EDC, NHS e &cido tartarico, associada
a gelificagdo ionotropica, resultou em um gel estavel e transparente, o qual foi
convertido em um material com poros interligados (scaffold), com reduzido

intumescimento quando exposto a meios de cultura celular tipicos.

Essa estabilidade, associada a bioatividade e ndo toxicidade da
quitosana, assim como, a presenca de fosfato e calcio, mostraram em testes de
citotoxicidade e citocompatibilidade em culturas de fibroblastos (NIH 3T3), um
comportamento promissor deste novo biopolimero para o reparo de danos na pele e

no tecido 6sseo.



ABSTRACT

Chitosan is the only cationic polysaccharide derived from biomass found in
nature, known for properties that make it a biomaterial of significant interest.
However, its solubility is a primary limitation for its applications, as it is insoluble at pH
above 6. The phosphorylation modification of chitosan is an alternative approach to

enhance its water solubility and expand its use as a biomaterial.

This work discusses the phosphorylation of chitosan's hydroxyl groups,
with protection of the amino group, aim is to preserve the cationic characteristics of

chitosan, altering its solubility without compromising its pH-responsiveness.

In this dissertation, phosphorylated chitosan was characterized using
NMR, FTIR, XPS, and the pKa of the reactive groups crucial for its behavior as a
polyelectrolyte were determined.

As a result of phosphorylation, the solubility of the biopolymer changed
drastically, becoming soluble at pH above 7.00 and partially soluble at pH below 2.80.

The amino group in phosphorylated chitosan allowed for further
modifications and could be crosslinked using the same routes applicable to
unmodified chitosan. Chemical crosslinking, using EDC, NHS, and tartaric acid,
combined with ionotropic gelation, resulted in a stable and transparent gel. This gel
was transformed into an interconnected porous material (scaffold), exhibiting minimal

swelling when exposed to typical cell culture media.

This stability, coupled with the bioactivity and non-toxicity of chitosan, as
well as the presence of phosphate and calcium, demonstrated promising behavior in
cytotoxicity and cytocompatibility tests with fibroblast cultures (NIH 3T3), making this

new biopolymer a potential candidate for repairing skin and bone tissue damage.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Modificar o biopolimero quitosana com grupos fosfatos, preservando o
grupo amino e explorar as propriedades da quitosana fosforilada: gelificagéo

ionotropica, reticulagao, formacao de scaffolds e comportamento como biomaterial.
1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar a P-Quitosana: quitosana quimicamente
modificada com grupos fosfatos, preservando o grupo amino;

e Explorar a reticulagdo quimica da P-Quitosana através do grupo amino;

e Explorar a gelificacado ionotropica da P-Quitosana através dos grupos
fosfatos com ions calcio;

e Obter géis e scaffolds a partir da P-Quitosana;

e Avaliar a bioatividade e a capacidade de estimular o crescimento
celular nos scaffolds gerados a partir de P-Quitosana reticulada e gelificada

ionotropicamente.



CAPITULO 01

SINTESE DA P-QUITOSANA
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1. INTRODUGAO
¢ Quitina e Quitosana através do tempo

Com o grande crescimento industrial e a preocupagdo com o
esgotamento de recursos naturais e 0 empobrecimento ambiental, em 1972 a ONU
(Organizacgao das Nagdes Unidas) criou o conceito de sustentabilidade, promovendo

a emergéncia gradual de um movimento ambientalista no mundo todo.!

Como a maioria dos polimeros comerciais daquela época eram matérias
primas derivadas de petroleo, houve um interesse crescente no desenvolvimento de
alternativas naturais, renovaveis e de baixo custo, para obter rotas mais seguras e

ecolégicas.?

Com este foco, muitos pesquisadores passaram a estudar materiais nao
trataveis, que eram descartados pelas industrias, como fontes de polimeros. Entre
estes materiais, os residuos originados dos processamentos de frutos do mar
ganharam destaque devido a 50% de sua massa ser constituida de quitina,
impulsionando os usos deste polimero e principalmente de seu derivado, a

quitosana.?

O inicio do século XXI, foi considerado a “Golden Era” para as pesquisas
envolvendo quitina e quitosana. Neste periodo desenvolveram-se métodos para a
recuperacdo da quitina de fontes marinhas, derivatizagcdo quimica da quitina e
quitosana e exploragdo das suas propriedades e aplicagdes.* Entre 1970 e 2021,
foram publicados 1809 artigos envolvendo quitina e 5968 artigos sobre quitosana,

tornando-a o terceiro biopolimero de maior interesse da comunidade académica.*

Estes estudos geraram um conhecimento solido sobre as estruturas e
propriedades destes polimeros, permitindo também, a modificagdo de suas
caracteristicas para a geragdo de novos compostos com alto potencial de

aplicagbes.?
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e Quitina

A quitina € um dos polissacarideos mais abundantes na natureza.® Foi
primeiramente isolada de um fungo em 1811, mas so recebeu o nome de Quitina em

1923 quando foi isolada de um besouro.®

Com a produgédo anual de 10" toneladas na natureza, a quitina é
considerada a principal fonte de biomassa, porém os residuos de quitina gerados no
mar provenientes de animais marinhos, acabam resultando no seu acumulo como

residuo de biomassa e sua reciclagem é extremamente importante.®

Atualmente, crustaceos marinhos (principalmente camardes, caranguejos
e lagostas) sdo as principais fonte de extragdo comercial de quitina, devido ao baixo
custo e elevada disponibilidade.” Além dos crustadceos marinhos, a quitina esta

presente em fungos, cogumelos, insetos, leveduras e outros crustaceos terrestres.’

A quitina apresenta uma similaridade estrutural com a celulose, o
biopolimero mais abundante do planeta. A Figura 1 mostra esta semelhanca, onde a
diferenga esta no carbono C2, onde ha um grupo acetamida na quitina e um grupo

hidroxil na celulose.®

OH o OH OH
\O o) }"mn..,,hl“ 1““‘..-/\0 O,
o_ 7 o
\4\0
HO OH - HO OH
n

Celulose

OH NHJL OH

Quitina
Figura 1: Estrutura da Celulose e da Quitina.

A quitina € geralmente representada como um polissacarideo linear,
composto por unidades de N-acetil-D-glucosamina interconectadas por ligagdes
glicosidicas (1 — 4) e pode ser dividida em trés grupos (a, B e y) de acordo com
sua morfologia, que varia com o tipo de arranjo, tamanho de cela unitaria e grau de

hidratagédo.3%8
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A diversidade de residuos marinhos, gera uma diferenga significativa na
sua composicdo.>’ No geral, o processo de extragédo da quitina pode ser resumido
em 3 etapas, conforme ilustra a Figura 2.

Rejeimnhos

(camarao, carangueijo,
etc)

H

Lavagem e
. trituragcao
g N el N
Tratamento com
NaOH

N e’

»  Proteinas

: V:
/

Casca

= desproteinada —
7= =4 p V aa N

Tratamento com HCl %I—» Minerais
S Y e y

Branqueamento e
Descoloragao

H

Quitina

(

Figura 2: Processo de obtengdo da Quitina.

A quitina pode sofrer desacetilacdo sob acdo de solugdes de NaOH. O
produto da desacetilagdo € a quitosana, que possui diversas caracteristicas que
permitem sua aplicacdo em diversas areas, como biomédicas e farmacéuticas,
devido sua propriedade antitumoral, hemostatica, analgésica, antioxidante e

antimicrobiana.89:10.11,12.13
e Quitosana

A quitosana € um biopolimero, composto por macromoléculas de D-
Glucosamina e N-acetil-D-glucosamina, obtido a partir da hidrdlise do grupo acetil da
quitina utilizando solugbes de NaOH (Figura 3). Este processo, chamado
desacetilagdo, pode ocorrer em meios homogéneos ou heterogéneos, resultando em

um grau de desacetilagdo entre 30 a 90%.7:14
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o
OH OH

NaOH (40-50% Ho, " O
. ( .) ~o 9 o & ta.. [\\/\o &
25°C HO NH, %H\O HO NH,

Quitina Quitosana

Figura 3: Reagdo de desacetilagdo da Quitina resultando em Quitosana.

O grau de desacetilacdo e a massa molar da Quitosana dependem da
fonte de quitina e do processo de desacetilacdo. Esses parametros influenciam
significativamente nas propriedades da quitosana e consequentemente sua area de

aplicagdo.”™

A Figura 4 ilustra algumas aplicagdes da Quitosana em fun¢do do grau de

desacetilagcdo e massa molar.

Grau de Desacetilagao (%)

2

= Drug Delivery

= Suplementos Alimentares = Tratamento de Agua
70-95% = Engenharia de Tecidos = Preservagao de Alimentos
= Embalagem de Alimentos * Impressao Molecular

= Imobilizagdo Enzimatica

= |ndustriaAlimenticea = Drug Delivery
55-70% = |ndustria Farmacéutica = Gene Delivery
= Compdsitos = Agricultura
- Il
- I
300

Massa Molecular (KDa)

Figura 4: Aplicagbes da Quitosana em fungdo da massa molar e grau de desacetilagéo. (Imagem

retirada da referéncia 7)

A quitosana apresenta uma estrutura linear bem organizada, é
biocompativel, biodegradavel, suscetivel a agdes enzimaticas e apresenta baixa
toxicidade. Além disso, possui excelentes propriedades para formacéo de filmes e é

facilmente convertida para N-acetil-glucosamina.’™

Um diferencial da quitosana em relagdo a outros biopolimeros,

provenientes de biomassa, € a sua caracteristica catidnica. O grupo amino livre, nos
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mondmeros de D-Glucosamina, pode sofrer protonagdo em solucdes acidas, sendo
responsavel pela sua solubilidade em pH abaixo de 6,5."415 A presenca de carga na

cadeia do polimero faz dela um material polieletrolito.

Polimeros que possuem carga, positiva ou negativa, sdo chamados de
polieletrolitos.'® Essa caracteristica polieletrolitica influencia sua solubilidade,

viscosidade de solugdes e atividade bioldgica.”

A protonagdo do grupo amino atribui uma alta densidade de carga a
gquitosana, sendo capaz de formar estruturas multicamadas ou complexos
eletrostaticos pela combinagdo com cargas negativas de outros polimeros ou ions
metdlicos, chamados de Complexos Polieletrolitos (PEC).''” A Figura 5 mostra a

formacao dos PECs.

Polication Polianion
Complexo Primario Complexo Secundario
Aleatério Ordenado

Enovelamento Rede Polimérica Fibrilas

Complexos Agregados
Figura 5: Formagéao dos Complexos Polieletrdlitos (PEC).

Os PECs tém sido explorados devido seu alto potencial de aplicac&o. Eles
podem ser utilizados como membranas, revestimentos, isolamento de proteinas,

microcapsulas para drug delivery, entre muitos outros.'®

As aplicacbes dos PECs sdo baseadas nas suas propriedades
polieletrolitas e muitos estudos e aplicagcdes vem sendo reportados utilizando
guitosana. A quitosana pode formar um filme quando complexada com tripolifosfato,
por exemplo, para encapsular teofilina, indometacina, além de também ser

associada com alginato em sistemas de drug delivery.1819.20.21,22
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A quitosana pode se combinar com outros biomateriais, fazendo dela uma
excelente opgéo para ser explorada ndo apenas como drug delivery, mas também
para aplicagdes em diversas outras areas como regeneragao de tecidos, setor

agricola, processamento e embalagens de alimentos, cosmética e téxtil.23

Apesar das suas excelentes propriedades, a quitosana apresenta
algumas limitagdes que restringem seu uso. Sua solubilidade em pH neutro, por
exemplo, € uma de suas principais limitacdes. Desta forma, modificacbes quimicas

ou fisicas se tornaram essenciais para potencializar suas aplicagbes.?3

A quitosana possui grupos amino e hidroxilas em C3 e C6, que séao
grupos suscetiveis a reagbes quimicas, fazendo com que a quitosana seja

facilmente modificavel, superando as limitagbes deste biomaterial.”

Comparando a reatividade dos dois grupos, o grupo amino € mais reativo
do que os grupos hidroxilas. Para criar derivados, a quitosana pode sofrer reag¢des

quimicas no grupo NHz2, OH ou ambos os grupos, como mostra a Figura 6.24
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Quitosana N-funcionalizada
OH OR
~ (@]
o} — = Yo o}
o\ o
HO ~
NH, OR NH,
L n “n
Quitosana Quitosana O-funcionalizada
OR
0
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— O
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OR NHR

n
Quitosana NO-funcionalizada

Figura 6: Possibilidades de funcionalizagcao da Quitosana.
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Os derivados apresentados na Figura 6, podem ser obtidos por diferentes
métodos, dentre eles estdo os métodos fisicos, quimicos e bioldgicos.” A Tabela 1 e
a Figura 7 apresentam algumas das diferentes técnicas de modificagbes envolvendo

quitosana e suas diferentes aplicagbes.?*25
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Biologica * Enzimas nao
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polimérica * Polimerizagao Graft

Figura 7: Derivatizagbes da Quitosana. (Fonte: O autor)




Tabela 1:

Rotas para a Derivatizacdo de Quitosana e suas propriedades. (Fonte: O autor)
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Modificacoes da
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Dentre as modificagbes existentes, este trabalho tera como foco a
modificagado da quitosana via fosforilagao. O fosfato faz parte de uma variedade de
constituintes importantes das células incluindo DNA, RNA, ATP, fosfolipideos e
muitos intermediarios em vias metabdlicas.4? Desta forma, além de modificar a

solubilidade da quitosana, a torna muito interessante para aplicagbes bioldgicas.

A fosforilacdo da quitosana pode resultar em diversos derivados que
apresentam caracteristicas que se destacam pela grande importadncia no uso para
regeneragao de tecidos, drug delivery, células combustiveis e industrias de

alimentos.#!

e Fosforilagao da Quitosana

A fosforilagdo da Quitosana pode ser realizada por diferentes rotas
sintéticas, as principais estdo apresentadas na Figura 8.4243
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Figura 8: Reacdes de Fosforilagcdo da Quitosana.
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Quitosanas fosforiladas vem ganhando espaco devido suas propriedades,
quando comparadas a quitosana. A introducdo de grupos com cargas negativas na
cadeia polimérica da quitosana, além de aumentar a solubilidade em agua, pode
também influenciar positivamente nas suas caracteristicas como biomaterial,

melhorando diversas propriedades. 4445

A introdugcdo dos grupos fosfatos a quitosana faz dela um material pH-
responsivo, sendo muito estudadas para encapsulamento de medicamentos grandes
e hidrofébicos, com a liberagdo do farmaco iniciada em resposta ao pH. Em nano-
formulagdes, as estudadas com quitosanas fosforiladas apresentaram liberacao
mais prolongada do medicamento quando comparado com as nanoparticulas de

quitosana nao fosforilada. 46

A presencga de grupos fosfatos na quitosana, aumenta a capacidade do
material de doar elétrons, formar complexos mais estaveis e permitir a quelagao de

diversos ions metalicos, como metais de transi¢édo e lantanideos.*447: 48, 49

A alta capacidade de adsorgao de ions metalicos da quitosana fosforilada
pode ser extremamente util na recuperacdo de metais valiosos ou para tratamento
de efluentes contaminados, pois podem ser utilizados para remocéo de ions uranio
(VI) em solugdes residuais,> na criagdo de adsorventes magnéticos para adsorgdo

seletiva de ions chumbo®! e na remogao de corantes no tratamento de agua.>?

Além disso, a presenca do grupo fosfatos faz com que esse efeito
quelante nao se limite apenas aos metais de transigao, mas também seja capaz de

se ligar a ions calcio.%°

Neste trabalho iremos explorar as propriedades da quitosana fosforilada,
com a modificacdo direcionada apenas as hidroxilas da quitosana, preservando o

grupo amino.

As Figuras 7 e 8 mostram que existem diversas modificagdes pelo grupo
amino. Desta forma, modificar apenas os grupos hidroxilas com fosfatos,
preservando o grupo amino, abre novas possibilidades de modificagdes posteriores
a fosforilagdo. Além disso, a presenga de dois grupos reativos diferentes, faz do
material um polieletrélito pH-responsivo, permitindo explorar seu comportamento em

funcao do pH do meio no qual ele se encontra disperso.
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2. METODOLOGIA
2.1 Fosforilagao da Quitosana com prote¢ao do grupo amino

A reacao de fosforilagdo, com protecdo do grupo amino, foi realizada
adaptando-se o método descrito por Nishi et al. 535455 1 g de quitosana em po, de
alta massa molecular (Sigma Aldrich), foi dissolvida em 14 mL de &cido
metanossulfénico em um baldao de fundo redondo de 100 mL, com duas juntas
esmerilhadas. Adicionou-se lentamente ao meio reacional 2 g de P20s5, com agitacéo
constante. A reacgdo ficou sob atmosfera inerte e temperatura entre 0 e 5 °C,

utilizando banho de gelo, por 3 horas.

Apos reacdo, a mistura foi vertida em etanol absoluto, resultando na

formagao imediata de um precipitado branco.

O solido foi lavado e centrifugado trés vezes com etanol absoluto e
suspendido em agua destilada, esta suspengao foi dialisada em membrana de

celulose em agua destilada até pH neutro.

A suspensao dialisada foi vertida em etanol absoluto com a formacgao de
um solido branco. O sélido foi lavado com etanol absoluto, centrifugado e seco a
vacuo. A Figura 9 mostra a reacédo de fosforilagdo com prote¢cdo do grupo amino,

resultando na P-Quitsana.

OH 0—p—OH
P,0, OH

o CH,SO,H o

HO N N

NH, HO NH,

Figura 9: Reacdo de fosforilacdo da Quitosana com prote¢cdo do grupo amino.
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2.2 Caracterizagao da P-Quitosana
2.2.1 Espectroscopia no Infravermelho FTIR

Os espectros no Infravermelho foram obtidos utilizando pastilha de KBr.
As amostras foram diluidas em KBr grau espectroscépico a 1% (m/m) e prensadas
para a formagédo das pastilhas. Os espectros foram obtidos no equipamento Cary
630 Agilent, acoplado a um mddulo de transmitadncia com resolugéo de 4 cm™ na
regido espectral de 650 a 4000 cm™".

2.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear: MAS-RMN 13C e 3'P

A P-Quitosana foi caracterizada por MAS-RMN (Magical Angle Spinning —
Nuclear Magnetic Resonance) no estado sodlido utilizando o equipamento Bruker

Avance Il 400 MHz. Foram obtidos espectros dos nucleos de 3'P e '3C.

2.2.3 Determinagcdo dos pKa dos grupos ionizaveis da P-Quitosana e sua

solubilidade em funcao do pH

A determinacao dos pKa da P-Quitosana foi realizada através da titulacao
potenciométrica da solugdo de quitosana fosforilada com pH 11, ajustado pela
adigdo de NaOH, e solugéo de HCI 0,1 molL"' como titulante. O registro da variagao
do pH foi feito utilizando pHmetro Metrohm. Para a determinacao dos pontos de

inflexdo da curva de titulagao, foi utilizado o método da segunda derivada.

2.24 Avaliacdo da integridade da cadeia polimérica da P-Quitosana por

Cromatografia Liquida por Exclusdo de Tamanho — SEC-HPLC

A analise por cromatografia liquida da P-Quitosana e da Quitosana foi
realizada no equipamento Agilent serie 1200, com detector de indice de refracéo a
35°C. As amostras foram preparadas nas respectivas fases moveis a uma

concentracéo de 100 ppm.

Para a P-Quitosana utilizou-se como fase mével tampao Tris-HCI 0,1
molL' pH 7,5 + 0,3 molL"" NaCl e 1.10° molL" EDTA e para a Quitosana, tampao
acetato pH 4,75 + 0,3 molL"' NaCl, com vazdo de 1 mL.min"', em uma coluna
Spherogel TSK DNA-PWHR (7,8 x 300 mm) a 40°C. Fase movel e as amostras
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foram filtradas utilizando filtro Millipore Milex — HV (PVDF), poro de 0,45um. O
volume injetado foi de 20 pL e a analise foi realizada a uma presséao de 35 bar.

2.2.5 Determinacéao do grau de fosforilagao

A determinagcdo de numeros de grupos fosfatos ligados aos anéis
glicosideos da cadeia da P-Quitosana, foi realizada por titulacdo indireta e por

Analise Termogravimétrica (TGA).

Para a titulagdo, solugdes de P-Quitosana contendo excesso de ions Ca?*
foram tituladas de forma indireta, utilizando EDTA como titulante e Negro de

Eriocromo como indicador.

0,0618g de P-Quitosana foram dissolvidas em 10 mL de tampéo
NH3/NH4CI pH 10,00. Adicionou-se 10 mL de solugédo de Ca?* 0,04 molL™', para que

haja a interagédo dos grupos fosfato com o calcio.

Apds a decantagdo do produto da reagdo de P-Quitosana com ions Ca?*,
retirou-se uma aliquota de 1 mL do sobrenadante, adicionou-se 10 mL de tampao
NH3/NH4Cl pH 10,00 com uma pequena quantidade de indicador Eriocromo-T 1%
em NaCl e titulou-se o excesso de calcio utilizando uma solugao de Na2EDTA. 2H20
0,03 molL™".

Além da determinacdo do grau de fosforilagdo por titulagdo indireta, o
grau de fosforilagdo também foi determinado por analise termogravimétrica. Para
esta analise, utilizou-se o sdlido gelatinoso formado durante a titulagao. Este sélido

foi separado da solugao, congelado com N2 liquido e liofilizado.

O TGA foi realizado em atmosfera oxidante, com taxa de aquecimento de
5°C/min, entre 50 e 1000°C. Para o calculo do numero de grupos de fosfatos, o

residuo do TGA foi considerado como Cas(POa4)a.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Fosforilagao da Quitosana com prote¢ao do grupo amino

A fosforilagdo da quitosana, preservando o grupo amino presente nos
anéis glicosideos do polimero, foi realizada pela reagdo com acido metanossulfénico
na presenga de P20s5. O acido metanossulfénico atua como reagente protetor
protonando o grupo amino conforme indicado pela reagdo mostrada na Figura
10.535455 Desta forma, a fosforilagdo pode ocorrer nas hidroxilas dos carbonos C3 e

C6 da quitosana.

HO
_ _ /\P _0
OH 07\
P05 OH
o) _— o)
o o
0 CH,SO_H O
HO o. O + .
NH, %Pf\ NH3 (CH3S03)
L 45 HO OH

Figura 10: Reacao de fosforilacado com prote¢cao do grupo amino.

Durante as reacbes de protecdo e de fosforilagdo, podem ocorrer
interacdes inter e intramolecular entre os grupos amino e outros ions devido as
interacoes eletrostaticas. As lavagens com etanol apdés o término da sintese
removem o metanossulfénico da estrutura, assim como outros ions formados na

reagdo.®

Durante a reacao de fosforilagdo em meio acido, apesar do uso de
reagentes anidros, atmosfera inerte e temperatura controlada, ocorre a formacéo de
agua a qual pode causar hidrolise das cadeias da quitosana. A dialise com
membrana de celulose com “Cut-Off’ entre 12000 a 1600 Da apds a sintese, permite
separar fragmentos de menor massa molar, assim como ions que estejam presentes

no solido obtido apds a reagao.

A Figura 11 mostra caracteristicas da P-Quitosana: P6 branco, com menor
granulacao e significativa diminuicdo da tendéncia de aglutinagdo quando

comparada com a Quitosana usada como reagente.
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Figura 11: Foto comparativa da Quitosana e P-Quitosana.

3.2 Caracterizacao da P-Quitosana

3.2.1 Espectroscopia no Infravermelho FTIR

A P-Quitosana foi caracterizada por FTIR, utilizando pastilhas de KBr. A

Figura 12 mostra os espectros da P-Quitosana e Quitosana e a Tabela 2 as
atribuicées dos picos de cada espectro.
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Figura 12: Espectros de FTIR da Quitosana ndo modificada e da P-Quitosana.
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O espectro da P-Quitosana apresenta pico caracteristico em 1228 cm-’
que pode ser atribuido ao estiramento assimétrico de P=0 de fosfatos. O aumento
na intensidade do pico em 1069 - 1071 cm™ também pode ser atribuido ao

surgimento do estiramento C-O-P em ésteres fosfatados.>7:58

Os picos presentes na faixa espectral entre 1500 a 1700 cm™" do espectro
da P-Quitosana, correspondem aos estiramentos de grupos aminos, assim como, 0
pico em 1540 cm™ atribuido a deformacao simétrica de NH3*, mostrando que este

grupo foi preservado na fosforilagao.

Tabela 2: Atribuigdo dos picos observados nos espectros de FTIR para a Quitosana e P-Quitosana.

Frequéncia dos picos (cm™)

Quitosana | Atribuig&o dos picos Ref.
Quitosana
Fosforilada
1540 ' Deformag&o simétrica -NH3* . 57
1421 - C-N estiramento de C-NH2 57
- 1228 P=0 estiramento assimétrico 57

-C-0 estiramento em grupos éter
1069 1071 57
C-O-P estiramento de ésteres de fosfatos

1032 1025 -C-0 estiramento em éteres 58
947 953 CHs rocking 57
- 912 estiramento P-OH 57
903 912 C-O estiramento de anel 58
- 833 P-O estiramento em fosfatos monoester 58

3.2.2 Espectro de RMN '3C e 3'P para P-Quitosana

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi utilizada para determinar quais
atomos do anel glicosideo da Quitosana foram mais influenciados pela fosforilagao.

A Figura 13 mostra os espectros de RMN '3C da P-Quitosana e Quitosana.
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O espectro de RMN "3C da Quitosana apresenta picos em 57.81, 61.28,
72.25, 75.43, 83.81, 105.18 ppm atribuidos aos carbonos do anel C2, C6, C3, C5,
C4, C1 e 23.73 e 174.50 ppm atribuidos aos grupos metila e a carbonila

remanescentes na quitosana.5®

Ja no espectro de RMN "3C da P-Quitosana observa-se diferengas nos
deslocamentos quimicos dos carbonos C1, C3, C4 e C6, em relagao aos carbonos
da Quitosana. Esses deslocamentos se dao devido a fosforilagdo nos grupos
hidroxilas em C3 e/ou C6. Outro ponto observado, é que o deslocamento para C2
nao é alterado, mostrando que esse carbono nao é afetado pela reacdo de

fosforilagao.
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™
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P
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Figura 13: Comparagao dos espectros de RMN "3C, obtidos em estado sdlido, para a quitosana e P-

Quitosana.

O alargamento dos picos referentes aos carbonos C1, C3, C4 e C6 pode

estar relacionado ao grau de fosforilagdo, mostrando que existem espécies
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fosforiladas e nao fosforiladas na mesma estrutura polimérica. Apesar da
modificagdo nao ocorrer nos carbonos C1 e C4, a proximidade espacial dos grupos
fosfatos a esses carbonos faz com que a nuvem eletrénica desses grupos desloque
o sinal de RMN para valores menores de deslocamento quimico. Este
comportamento também contribui para a confirmagdao de que a modificagdo com o

grupo fosfato ocorreu nas hidroxilas da quitosana.

O espectro de RMN 3'P para a P-Quitosana mostrado na Figura 14,
apresenta trés picos referentes a fosforos, os quais tém sido reportados para
reagbes com P205.%0 De acordo com a literatura, reagdes com pentoxido de fésforo
geram uma rede semelhante a estrutura encontradas em vidro, conhecidas como
fosfatos vitreos. A rede de fosfato é formada por tetraedros interconectados e pode
ser descrita como Q", onde n representa o numero de oxigénios em pontes. Desta
forma, Q3 é a condensagdo maxima observada em redes de fosfatos, ja que existem
apenas trés oxigénios disponiveis para a formagao da ponte P-O-P (Figura 15).6°
Quando P20s é utilizado, ocorre a formagdo de espécies Q° Q' e Q2 como

observado no espectro obtido da P-Quitosana apresentado na Figura 14.
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Figura 14: Espectro de RMN 3'P para P-quitosana.
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Figura 15: Estruturas de fosfatos tetraédricos que podem existir em fosfatos vitreos.
3.2.3 Determinagao dos pKa dos grupos ionizaveis da P-Quitosana

A modificagdo da Quitosana com grupo fosfato preservando o grupo
amino torna o material pH-responsivo em fungéo das protonagdes e desprotonagdes
destes grupos. Para determinar estas protonagdes, o pKa dos grupos foi
determinado realizando uma titulagdo potenciométrica de solucdo de P-Quitosana
em solugao de hidroxido de sédio.

A curva de titulagdo da P-Quitosana é mostrada na Figura 16, na qual
pode-se observar dois pontos de inflexdo em pH 4,57 e 7,93, que correspondem aos
pKa 6,70 e 10,08, respectivamente. Segundo a literatura®62, a quitosana pode
apresentar uma faixa de pKa entre 6,00 a 7,20%16263.64 atribuida ao grupo amino,
sendo influenciada por alguns parametros do material como: o grau de
desacetilagdo, a massa molar do polimero e o parametro “a” referente ao ambiente
dielétrico do grupo amino. Portanto, para a P-Quitosana, podemos atribuir o pKa de

6,70 determinado na curva de titulacéo (Figura 16) ao grupo amino.

A maior dificuldade na interpretacdo dessa curva de titulacdo é na
atribuicdo do pKa para o grupo fosfato. Como discutido anteriormente, a reacao da
quitosana com pentéxido de fésforo pode gerar diversos polifosfatos, sendo que
cada um deles pode apresentar valores de pKa diferentes. Esse fato pode ser o
responsavel pelo comportamento da curva de titulacao nesta faixa de pH, na qual a
variacao de pH com a adigcdo do titulante € muito menos acentuada do que a
observada nos pontos de inflexdo, o que mostra possivelmente a presenga de
diversos equilibrios nesta regido. De forma geral, o valor de pKa 10,08 pode ser

atribuido a diversos fragmentos fosfatos em ambientes quimicos diferentes.
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A literatura indica a existéncia de outra ionizagdo para o grupo fosfato
com pKa proximo de 1,54, porém as condicdes experimentais utilizadas neste

trabalho ndo permitiram observa-lo.%°
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Figura 16: Curva de titulagcdo da P-Quitosana para determinagéo dos pKa. Os pontos em rosa e azul

correspondem as equivaléncias da titulagdo e indicam a inflexdo de cada curva.
3.2.4 Determinacgao da solubilidade da P-Quitosana em funcdo do pH

A Quitosana tem sido considerada um biomaterial com propriedades
versateis para producdo de géis, filmes e diversas outras aplicacbes ja
citadas.1.6667.6869 Porém, sua solubilidade é uma das principais limitagdes, pois
geralmente é dissolvida em solugdo de acido acético com pH em torno de 4,00,
muito diferente do pH fisiologico. Além disso, possui solubilidade restrita, sendo

muito dificil preparar materiais que contenham mais do que 3% de Quitosana.

Com isso, as modificacbes de sua estrutura podem ser uma alternativa

para contornar este problema. A presencga dos grupos aminos e dos grupos fosfatos,
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tornam a P-Quitosana um polimero pH-responsivo para uma ampla faixa de pH,
permitindo a modificacao reversivel de sua solubilidade e conformagdes do polimero
como consequéncia de modificagdes nas interagdes ibnicas, ligagdes de hidrogénio

e interagdes hidrofobicas.®®

A Figura 17 mostra os resultados do experimento para a determinagao

das faixas de pH para a solubilidade da P-Quitosana.

Figura 17: Fotos do experimento para a verificagdo da solubilidade da P-Quitosana em diferentes pH.

A solubilidade da P-Quitosana em fungdo do pH mostrada na Figura 17,
pode ser explicada através dos pKa encontrados, relacionando-os através de um

balanco de cargas.

A insolubilidade da P-Quitosana entre pH 1,50 e préoximo de 7,00 pode ser
atribuida a presencga de uma carga negativa do ion fosfato ligado ao anel glicosideo
da Quitosana e a presenca de uma carga positiva devido a protonagcdo do grupo
NH2, como mostrado na Figura 18. A presenca destas cargas opostas confere

neutralidade elétrica ao composto resultando na sua insolubilidade.
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Para pH acima de 7,00 o grupo amino esta completamente desprotonado
e, portanto, sem carga, enquanto o grupo fosfato apresenta todos os seus
hidrogénios ionizados, conforme indicado na Figura 18, resultando na presencga de

carga e consequentemente na solubilizagdo da P-Quitosana.

o, 0\\/0_ - D\\P /o'

o
o~ \

N, 10,08 NH,

HO HO
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HO HO

Figura 18: Equilibrios entre as espécies carregadas da P-Quitosana em fungéo do pH.

Além da diferenca de solubilidade entre a Quitosana e a P-Quitosana, a
P-Quitosana ¢é soluvel em pH fisioldgico, como mostrado na Figura 17, o que amplia
as possibilidades do seu uso como Biomaterial, além disso, sua elevada solubilidade
neste pH permite preparar dispersdes contendo até 15% de P-Quitosana. Estas
dispersdes em pH fisioldgico, contendo uma elevada raz&o massa de quitosana/
massa de solvente, formam géis de facil manipulagdo como mostrado na Figura 19,

abrindo novas perspectivas para o seu uso.

Figura 19: Gel formado pela solubilizacdo de P-Quitosana a 15% em Tampéao pH 7,30.
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3.2.5 Cromatografia Liquida por exclusdo de tamanho — SEC-HPLC

A sintese da P-Quitosana utiliza P20s como fonte de fosfato, deixando o
meio acido e nesta condicdo, a hidrolise da cadeia pode vir a ocorrer. A analise de
cromatografia liquida por exclusdo de tamanho permitiu investigar se o produto da
reacdo apresenta uma dispersdo de tamanhos e verificar se a dialise com “Cut-Off”
de 12000 a 1600 Da excluiu possiveis oligbmeros. A Figura 20 nos mostra o

resultado da cromatografia para P-Quitosana e Quitosana.

a) b)
= %

Figura 20: Cromatograma por excluséo de tamanho a) P-Quitosana; b) Quitosana.

ePara cada amostra utilizou-se uma fase movel diferente, desta forma os
cromatogramas ndo sao comparativos, porém nota-se que existe apenas um pico
para cada composto, sendo o tempo de retencdo da P-Quitosana em 12,07 min e da
Quitosana em 12,26 min, indicando que as amostras apresentam apenas um
tamanho de cadeia majoritariamente, o que indica que a dialise foi efetiva
removendo grupos de cadeias menores da P-Quitosana em caso de hidrolise

durante a reagao.

3.2.6 Determinacédo do grau de fosforilacdo da P-Quitosana

A fosforilagdo da Quitosana possibilita que os grupos fosfatos ionizados
em pH préximo de 10 reajam com ions calcio em solu¢do. Esta reagao, além de

modificar a carga do polimero resulta na gelificagdo ionotropica do material.

A reagcdo com ions calcio também possibilita estimar o grau de
fosforilagdo, isto €, a razdo média do numero de grupos fosfatos por anel glicosideo
da Quitosana. Desta forma, para verificar a interacdo dos grupos fosfato com ions

calcio, realizou-se uma titulacdo indireta de complexacéo.
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O resultado da titulacdo indireta, conforme descrito na metodologia,
permitiu determinar que o numero de grupos fosfatos por anel glicosideo

corresponde a 0,48 grupos por anel.

A reagcdo com ions calcio também possibilita determinar o grau de
fosforilacao através da técnica de TGA, uma vez que, a queima da matéria organica
do solido gelatinoso formado pela reagdo dos ions Ca?* com a P-Quitosana deve

resultar em um residuo de fosfato de calcio.

A Figura 21 mostra o resultado obtido pela analise de TGA. E possivel
observar uma perda de massa acentuada entre 200 e 450°C que, segundo a

literatura 7071, esta relacionado a queima do material organico da quitosana.

Considerando que a porcentagem de residuo com massa estavel a partir
de 600°C (45,91%) equivale a fosfato de calcio, o resultado coincide com o valor
obtido pela titulagdo indireta com ions calcio. Mostrando que em média a fosforilagao
resulta em 1 grupo fosfato para cada dois anéis glicosideo da Quitosana.
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Figura 21: Analise Termogravimétrica (TGA) para P-Quitosana apds reagdo com ions calcio.
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4. CONCLUSAO

O objetivo desta etapa do projeto foi alcangado, ja que a reagédo de
fosforilagdo da Quitosana ocorreu apenas nos grupos hidroxilas, com a preservagao

do grupo amino.

Através das analises, foi possivel confirmar que os grupos fosfatos foram
incorporados a estrutura da quitosana e que o grupo amino foi preservado, ja que o
material apresenta pKa especificos de fosfato e amina, além de apresentar picos
caracteristicos no FTIR e RMN, sendo capaz de complexar calcio, como visto no
TGA, e se tornou um material pH-responsivo com uma solubilidade bem diferente da

quitosana.

Desta forma, a P-Quitosana apresenta as propriedades anidnicas do
grupo fosfato associada as propriedades catidnicas da quitosana devido a presenca
do amino livre, mantendo a possibilidade de explorar outras modificagbes que
possam adicionar propriedades ao material fosforilado através do grupo amino.



CAPITULO 02

EXPLORANDO A P-QUITOSANA

44
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1. INTRODUCAO

A P-Quitosana, obtida conforme descrito no Capitulo 01, foi
cuidadosamente caracterizada para comprovar a presenga dos grupos fosfatos e
amino ligados a estrutura da quitosana. Estes grupos, conferem propriedades
polieletroliticas ao polimero, tornando-o pH-responsivo em uma ampla faixa de pH.

Muitas reacbes de modificacbes da quitosana ocorrem a partir grupo
amino, devido a sua reatividade.?* Desta forma, a presenca dos grupos aminos e
fosfatos ligados a cadeia do polimero, permite explorar propriedades muito além do

comportamento pH-responsivo.

A reatividade destes grupos possibilita a reticulacdo quimica e/ou fisica da
P-Quitosana. A associagcado dessas reticulagbes geram géis que apresentam uma
estrutura 3D, hidrofilico e a estrutura reticulada do polimero pode absorver e reter
quantidade substancial de agua ou fluidos biolégicos através de forgas capilares,
osmoticas e de hidratagdo, causando a expansédo da rede polimérica.”

Esses géis, podem ser convertidos em scaffolds, que apresentam poros
interconectados, que podem ser utilizados como um suporte para o crescimento de
novas ceélulas, além de estimular e estabelecer uma matriz, para a construcédo de um

novo tecido.
e Reticulagdo Quimica da P-Quitosana

O grupo amino permite reticular a P-Quitosana através de reagdes de
reticulagdo. A reticulagao interconecta as cadeias do polimero, aumentando a massa
molar, melhorando suas propriedades mecanicas e sua estabilidade.”? A escolha do
reticulante € uma etapa extremamente importante, ja que este pode influenciar na

degradabilidade do material, assim como, na sua citotoxicidade.’?

A Figura 22 mostra diversas possibilidades de reagdes envolvendo o
grupo amino da quitosana. Essas reacdes podem resultar em reticulagdes quimicas

ou fisicas.”3
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RETICULAGAO QUIMICA RETICULAGCAOFISICA
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Figura 22: Tipos de reticulagbes da Quitosana.

A reticulagcdo quimica gera géis de quitosana mais estaveis, devido as
ligagbes covalentes formadas entre as cadeias poliméricas.?’” Diversas reagdes
guimicas sao utilizadas para reticulacdo, dentre elas podemos citar reagdo de
Michael, reacdo com base de Schiff e reacdo de Diels-Alder.”# Entretanto, alguns

meétodos diretos sdo preferiveis como a reacdo com base de Schiff e amidacéo.

Para a quitosana, a reacdo de reticulacdo quimica mais comum ¢é a
reacédo utilizando base de Schiff, que se da através da reac¢do entre o grupo amino e
dialdeidos, frequentemente o glutaraldeido, formando iminas que interconectam as

cadeias como apresentado na Figura 23.7576.77.78,79
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Figura 23: Reacdo de reticulacdo da quitosana utilizando glutaraldeido.

Esse reticulante permite uma reacdo direta em meio aquoso, em
condi¢cbes brandas, sem a adigdo de moléculas auxiliares. Porém, o glutaraldeido
apresenta toxicidade intrinseca ao tecido humano, mesmo em baixas concentragoes
(0,05 ppm de exposicao)?0, necessitando de etapas de purificagdes adicionais para

garantir a remocao total do reagente antes do material ser utilizado. &'

Neste trabalho, a reticulacdo da P-Quitosana foi sera realizada via
amidacéo, resultado da reagao entre o grupo amino com grupos carboxilicos de um

acido dicarboxilico.

Para que o acido carboxilico reaja com o grupo amino, € necessario um
reagente ativante. Reagentes como SOCIz (cloreto de tionila), (COCI)2 (Cloreto de
oxalila), EDC (Cloridrato de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida), NHS (N-

Hidroxisuccinamida), carbonildiimidazol, DCC (diciclohexilcarbodiimida), entre
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outros, tém sido muito utilizados como reagentes ativantes em reticulagbes da
qguitosana. Porém, para aplicagcdes biomédicas, devido as limitacdes de toxicidade,
somente EDC/NHS e DCC/NHS tém sido explorados.’

A reacdo de amidacdo, com a ativacdo do acido carboxilico utilizando
EDC/NHS, esta representado na Figura 24 .82
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Figura 24: Reagéo de reticulagdo da quitosana com didcido carboxilico, utilizando EDC e NHS como

ativadores da reagéo.

O acido oxalico, acido malbnico, acido succinico, acido citrico, EDTA e
acido tartarico tém sido utilizados como reticulantes de quitosana via amidacéo para

aplicagdes biomédicas.”#8384

Neste trabalho, o acido dicarboxilico escolhido para a reticulacdo da P-
Quitosana foi o acido tartarico, considerando a possibilidade de uso biomédico para

0s géis e scaffolds que seréo obtidos a partir da reticulagéo.
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O acido tartarico foi escolhido devido sua reduzida toxidez e acoes
terapéuticas a ele associadas, tais como: acado antioxidante, quelante de ions
metalicos, prevencédo de formagdo de calculos renais e estabilizante da pressao

sanguinea.8586
¢ Reticulagao Fisica

A reticulagao fisica da quitosana consiste em interagdes fisicas como
ligacbes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e interagdes hidrofébicas. Esta
reticulagéo, € um método simples e eficaz para a preparacao de hidrogéis a base de

quitosana.®’

Géis de quitosana podem ser obtidos pela utilizagdo de um reticulante
ibnico, como por exemplo o tripolifosfato (TPP). Quando uma solugdo de TPP é
misturada com uma solugdo acida de quitosana, ocorre a formagdo de um gel,
devido a interacdo eletrostatica entre o anion do TPP e a carga positiva do grupo

amino da quitosana.?’

O mesmo acontece nos complexos polieletrolitos (PEC), nos quais os géis
sdao formados pela combinagcdo da quitosana com outras macromoléculas

polianidénicas, como alginato e acido poliacrilico. 8212287

A reticulagdo de polimeros polieletrolitos com moléculas de carga oposta
¢ denominada gelificagédo ionotropica.8'8889 As reagbes de gelificagdo ionotropica,
tém sido empregadas para formacdo de hidrogéis a base de quitosana. Esses
hidrogéis sdo amplamente aplicados na biomedicina para imobilizagdo de enzimas,

no preparo de scaffolds, implantes, entre outros.®

Neste trabalho, sera explorada, além da reticulagcdo com acido tartarico, a
possibilidade de reticulagao ionotrépica da P-Quitosana a partir da interagao entre os
grupos fosfatos e ions calcio. Os grupos fosfatos, quando desprotonados, interagem
com ions de carga positiva, como o calcio, resultando na gelificagao ionotrépica do

polimero.
o Formacgao dos Scaffolds

O termo “Scaffold” refere-se a uma matriz temporaria, de estrutura porosa,

utilizada para apoiar, reparar ou melhorar o reparo de um tecido vivo. Para garantir
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as fungdes dos tecidos danificados, o scaffold se faz necessario para substituir o

defeito ou mimetizar os 6rgaos e estruturas de maneira tridimensional.®

Algumas caracteristicas s&o essenciais para a aplicacdo de scaffolds no
reparo de tecidos como biocompatibilidade, biodegradabilidade, porosidade,
tamanho dos poros, entre outros. Além disso, o scaffold precisa ser uma estrutura
adequada para a adesao, proliferacdo e diferenciacdo celular criando um ambiente

adequado para regeneracéo dos tecidos.®’

Existem diversas técnicas para a fabricagcdo de scaffolds a partir de
polimeros biodegradaveis como a quitosana. As técnicas convencionais abrangem

adicao de solvente, lixiviagdo de particulas, espuma a gas, liofilizagéo etc.?2

O método Freeze-Drying, baseado no processo denominado ISISA (/ce
Segregation Induced Self-assembly) foi escolhido para a formacéo do scaffold a
partir do hidrogel da P-Quitosana reticulada com acido tartarico e gelificada com ions
calcio (RET-P-QuiNCa). Este método se baseia no processo de congelamento e

sublimacéo da dgua em baixa temperatura e pressao.®

A etapa de congelamento é muito importante, porque define a estrutura do
scaffold. Desta forma, o congelamento lento e unidirecional produz materiais com

macro poros, com uma estrutura bem padronizada.®?

Quando a agua congela, € possivel crescer cristais de gelo formando uma
microestrutura lamelar. Durante o processo de congelamento, os cristais de gelo
crescem paralelamente e a fase sdélida do gel € exsudada. Quando o gelo é
sublimado, a estrutura ndo colapsa e o scaffold formado é uma réplica negativa do

liquido congelado.9394

A Figura 25 ilustra o processo ISISA para a obtengéo do scaffold.

&

Crescimento do gelo Scaffold

Figura 25: Processo ISISA de congelamento do hidrogel.
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Todos os materiais resultantes da P-Quitosana estdo apresentados na

Figura 26 com a sequéncia cronologica das reagoes.

ISISA
Formacéo
do Scaffold

Reticulacdo
com
ac. tartarico

Gelificacdo
lonotrépica

Figura 26: Etapas para obtengdo dos materiais provenientes da P-Quitosana.

Considerando a perspectiva de um possivel uso biomédico para a P-
Quitosana, as escolhas realizadas neste trabalho, deveram-se ao fato de que a
possivel degradacdo do material ndo resulte em fragmentos ou substéncias toxicas
ao organismo, o que é contemplado pela escolha do fosfato como grupo modificador
da cadeia, acido tartarico como reticulante quimico e pelo ion calcio como reticulante

fisico.

Para RET-P-QuiN e RET-P-QuiNCa foram observados apenas mudancas
no aspecto fisico dos materiais, sem o uso de técnicas analiticas para sua

caracterizacao, que serdo discutidos nos itens 3.1 e 3.2 deste capitulo.
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2. METODOLOGIA

2.1 Reticulagao da P-Quitosana utilizando EDC, NHS e Acido Tartarico

A reticulagdo da P-Quitosana foi realizada adaptando-se o método
descrito por Pujana et al.% utilizando Acido Tartarico, EDC (Cloridrato de 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida) e NHS (N-Hidroxisuccinamida). A proporgéao
utilizada entre EDC, NHS, Acido Tartarico e P-Quitosana foi de 5:2:1:2,

respectivamente.

0,0646 g de EDC foi adicionado previamente a 0,0125 g de Acido tartarico
em 5 mL de agua destilada. A mistura foi mantida sob agitagdo por 30 minutos e em
seguida adicionou-se 0,0192 g de NHS gradualmente, mantendo-se a mistura em
agitacado por mais 4 horas. Esta solugéo do reticulante foi vertida em uma solugao de
0,040 g de P-Quitosana em 5 mL de NaOH 0,5 molL'. Como o pH da mistura nio
deve ser menor que 8 para que nao haja a precipitagdo da P-Quitosana, o pH foi
ajustado com solugdo de NaOH 0,5 molL™". A reagao foi mantida sob agitagdo por 24

horas a temperatura ambiente.

A mistura foi acidificada com solucdo de HCI 0,1 molL"' até pH 4
resultando na formacdo de um sodlido. O material reticulado (RET-P-QuiN) foi

centrifugado e lavado com agua destilada.
2.2 Gelificagdo lonotréopica da RET-P-QuiN com ions Ca?*

A gelificacédo ionotrépica da RET-P-QuiN foi realizada pelo contato com

solugdes saturadas de CaClz2 conforme indicado na Figura 27.

Preparou-se uma solugao saturada de CaClz e adicionou-se 2 mL desta
solugdo em uma seringa com a ponta cortada. 50 mg de RET-P-QuiN foi dissolvido
em 1 mL de NaOH 0,5 molL"! e adicionado cuidadosamente sobre a solugédo de
calcio na seringa para que o processo de gelificagdo ionotropica, decorrente da
reacdo dos grupos fosfatos com os ions Ca?*(aq), ocorresse de forma gradual e

uniforme.

A utilizacado das seringas com as pontas cortadas permitiu a extrusdo do

gel apos a reticulagdo em formato cilindrico, formato adequado para serem utilizados
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posteriormente na preparacéo de scaffolds e realizagdo de testes biologicos, como
sera descrito no Capitulo 03. A reticulagdo com ions calcio transforma a RET-P-QuiN
em RET-P-QuiNCa.

Figura 27: Arranjo experimental utilizado para a Preparacéo do cilindro de gel de RET-P-QuiNCa pela
reticulagédo ionotropica da RET-P-QuiN. A foto mostra um conjunto de seringas adaptadas,

possibilitando preparar vérios cilindros de gel simultaneamente.
2.3 Obtencao do scaffold

Os géis cilindricos de RET-P-QuiNCa foram congelados lentamente em

N2 liquido e lifiolizados por 48 horas resultando em scaffolds.
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2.4 Caracterizagao dos scaffolds de RET-P-QuiNCa

2.4.1 Caracterizagao dos scaffolds de RET-P-QuiNCa e de Quitosana por

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

O scaffold de quitosana, preparado a partir de solugdes de quitosana a
3% em acido acético 0,1 molL™', congelados e liofilizados conforme item 2.3, e o
scaffold obtido a partir do gel de RET-P-QuiNCa, foram analisados por Microscopia
de Varredura Eletrénica (MEV) utilizando o equipamento Quanta FEG 250 — FEI.

As amostras foram cuidadosamente aderidas a fita de carbono, colada

sobre o stub, e metalizadas pela deposi¢cao de Carbono.

2.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear: MAS-RMN 13C e 3'P do
Scaffold de RET-P-QuiNCa

Scaffold de RET-P-QuiNCa foi caracterizado por MAS-RMN (Magical
Angle Spinning — Nuclear Magnetic Resonance) no estado solido utilizando o
equipamento Bruker Avance Il 400 MHz. Foram obtidos espectros de nucleos de 3'P

e 13C.
2.4.3 Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios X (XPS)

Mesmo com todas as caracterizagdes realizadas anteriormente, algumas
informagdes sobre a estrutura do material ndo foram elucidadas. A técnica de XPS
foi utilizada para verificar e quantificar algumas ligagbes presentes na RET-P-
QuiNCa, além de complementar as informagdes sobre as ligagdes presentes na P-

Quitosana.

Para isso, foram analisados os seguintes materiais: quitosana, P-
Quitosana e scaffold de RET-P-QuiNCa.

Utilizou-se o equipamento K-alpha XPS da Thermo Scientific, utilizando
uma fonte monocromatica com anodo de Aluminio operando com uma energia Ka de
1486 eV. Para as analises Survey foram obtidas 20 varreduras com tamanho do spot
definido de 400 um. A energia de passagem foi ajustada para 150 eV, com um passo

de energia de 0.500 eV e um tempo de residéncia de 10 ms. Para os espectros de
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alta resolugcdo, o numero de varreduras foi aumentado para 100. A energia de
passagem foi reduzida para 40.0 eV, com um passo de energia de 0.050 eV e um
tempo de residéncia de 50 ms. A calibracdo dos espectros foi realizada utilizando

metais ouro (Au), prata (Ag) e cobre (Cu).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Reticulagdo da P-Quitosana com Acido Tartarico

Neste estudo, a reticulagdo da P-Quitosana a partir da reagdao de
amidacao foi realizada utilizando acido tartarico como reticulante e EDC e NHS
como ativadores da reacao. A formacao do polimero reticulado, denominado RET-P-

QuiN, é mostrado na Figura 28.
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Figura 28: Reacgéo de reticulagédo da P-Quitosana com formagédo do RET-P-QuiN.

A Figura 29 ilustra o processo de reticulacdo da P-Quitosana a partir da
formacao do reticulante. Inicialmente, o acido tartarico reage com o EDC formando
um intermediario reativo. Com a adicdo do NHS, a hidroxila ligada ao nitrogénio
ataca a carbonila do acido para formar o reticulante, o qual reage com o grupo
amino da P-Quitosana para gerar RET-P-QuiN, um polimero elastico e aderente,

como mostra a Figura 30, e soluvel em NaOH.
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Figura 30: Fotografia demonstrando as caracteristicas viscoelasticas do material RET-P-QuiN.
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3.2 Geleificagao lonotropica da RET-P-QuiN

O polimero RET-P-QuiN possui grupos fosfatos na sua estrutura e reage

com ions calcio sendo possivel reticula-lo ionotropicamente.

Conforme apresentado na Figura 27, a adigdo da solugado de RET-P-QuiN
sobre a solugéo saturada de ions calcio, resultou na formagéo dos cilindros de gel
de RET-P-QuiNCa.

O cilindro de gel foi extrudado da seringa e lavado com solugéo de
NH4OH 0,1 molL™" para remover o excesso de célcio e evitar a lixiviagdo. O cilindro
de gel foi lavado diversas vezes e apresentou boa resisténcia, mantendo-se
transparente e integro durante o processo. A Figura 31 mostra o cilindro de gel apos

as lavagens.

Figura 31: Cilindro de Gel de RET-P-QuiNCa resultante da Geleificagdo lonotrdpica de RET-P-QuiN.

O cilindro de gel de RET-P-QuiNCa deu origem ao scaffold, através da
técnica ISISA. A Figura 32 mostra uma fotografia do scaffold formado por RET-P-

QuiNCa ap0s a liofilizagao.
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Figura 32: Scaffold de RET-P-QuiNCa.

3.3 Caracterizacao do scaffold de RET-P-QuiNCa

3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

A Figura 33 mostra micrografias obtidas por MEV comparando a
porosidade tipica dos scaffolds de quitosana com o scaffold de RET-P-QuiNCa.

Figura 33: Micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos materiais: a)
Scaffold de quitosana; b) Scaffold de RET-P-QuiNCa
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Como pode ser observado pela comparacdo das micrografias mostradas
na Figura 33, o scaffold de RET-P-QuiNCa tem poros interconectados e com
dimensdes em torno de 50 um, adequadas para a invasao celular e permeacao de

fluidos corpdreos, o que nao € observado no scaffold obtido a partir da quitosana.®®
3.3.2 Espectro de RMN '3C e 3'P para scaffold de RET-P-QuiNCa

A Figura 34 mostra o espectro de RMN 3'P obtido do scaffold de RET-P-
QuiNCa, apresentando apenas um pico correspondente ao fésforo e, como discutido
anteriormente, representa fosfatos do tipo Q° 6%, indicando que durante as reacdes
de reticulacao e gelificagdo, os polifosfatos presentes na P-Quitosana, mostrados na

Figura 14, s&o hidrolisados.

50 40 30 20 10 0 -10 20 -30 -40 -50
3 (ppm)

Figura 34: Espectro de RMN 3P da RET-P-QuiNCa.

Ao observarmos o espectro de RMN '3C, apresentado na Figura 35,
observa-se um novo pico em 168 ppm, atribuido a carbonila de amidas, indicando a
formagao da ligacdo entre o reticulante e o nitrogénio da P-Quitosana. Além disso, o
aumento da intensidade do sinal em torno de 73 ppm ¢é atribuido a sobreposicao dos
sinais do carbono C5 da quitosana e do carbono ligado as hidroxilas do acido
tartarico.?” Esse aumento de intensidade, juntamente com o leve deslocamento
quimico do sinal de C2, evidencia a formagao da reticulacdo entre as cadeias da P-

Quitosana.
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Figura 35: Comparagao entre os espectros de RMN 3C da P-Quitosana e do scaffold de RET-P-
QuiNCa obtidos em estado sdlido.

3.4 Espectroscopia Fotoeletronica de Raio-X (XPS)

O espectro de XPS da Quitosana, P-Quitosana e scaffold de RET-P-
QuiNCa estao representados nas Figura 36, Figura 37, Figura 38 e Figura 39 com as

energias de ligagbes (Binding Energy — BE) e suas atribuigdes apresentadas na

Tabela 3.
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Tabela 3: Atribuicées das deconvolucbes para o espectro de XPS da Quitosana, P-Quitosana e RET-

P-QuiNCa.
Elemento Quitosana P-Quitosana RET-P-QuiNCa Atribuicao Referéncia
Proporgcao Proporcao Proporcao
BE (V) oq picos BE©Y) dos picos BE(®Y)  gos picos
(%) (%) (%)
286,35 45 286,45 25 286,63 31 c-0
284,83 15 285,03 16 284,87 14 CH:
286,6 13 286,56 15 286,47 13 C-N
Cie 288,04 16,5 287,81 17 287,91 14 O-C-0 98,99
284,63 4 284,45 6 284,47 4 CHs
289,48 6,5 289,3 6 289,23 9 Cc=0
285,56 15 285,42 15 C-O-P
399,63 75 399,67 72 399,66 55 Amina
Ni1s 400,91 25 400,62 28 400,45 45 Amida 43,99
532,9 90 532,81 33 532,7 30 c-0
531,04 0 0 0 0 H20
O1s 534,42 533,91 533,32 20 Cc=0 98,99
531,25 59 531,27 50 P-Oe P=0
132,85 28 133,34 65 Qo 2p32
133,35 19 134,3 35 Qo 2p112
133,66 27 Q1 2p32 98,99
P2p 134,23 17 Q1 2p112
134,82 6 Q2 2p32
135,55 3 Q2 2p112

A Figura 36 mostra os sinais C1s da Quitosana, P-Quitosana e RET-P-

QuiNCa deconvoluidos. Desta forma, é possivel atribuir as bandas de cada carbono,

aos diferentes ambientes, presentes nas estruturas dos materiais.

A estrutura molecular da Quitosana exibe uma razao de 3:1:1:1 para os

carbonos referentes as ligagdes C-O, CHz, C-N e O-C-O, respectivamente. Essa

razao também ¢é observada experimentalmente para as proporcées entre as areas

dos picos no espectro de XPS para a Quitosana na Figura 36a.

Além da proporgao entre os carbonos, os sinais em 284,63 (curva bege) e

289,48 eV (curva azul clara), referentes ao carbono da metila e carbonila,
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respectivamente, apresentam uma area de aproximadamente 4% e 6,5% cada,
correspondente a aproximadamente 4 de area referente ao sinal da ligagdo C-N
(curva verde), comprovando o grau de acetilagdo de 25% para a quitosana utilizada

como material de partida para todas as sinteses realizadas neste trabalho.

Ja para a P-Quitosana, apresentado na Figura 36b, quando comparamos
com o espectro C1s da Quitosana, nota-se uma diminuigdo da area referente a C-O
em 286,45 eV (curva vermelha), isso ocorre devido a fosforilagdo nos grupos
hidroxilas da quitosana, fazendo com que um novo pico apareca em 285,56 eV
(curva rosa) referente a ligacao C-O-P. Além disso, as proporgdes entre carbonila,
metila e C-N, que sdo observadas na Quitosana, sdo mantidas na P-Quitosana,
reforcando que nao houve fosforilagdo no grupo amino e que a protec¢ao, durante a

reagao, ocorreu.

Para o scaffold de RET-P-QuiNCa, apresentado na Figura 36¢, é possivel
observar um aumento de area referente ao pico da carbonila em 289,23 eV devido a

presenca do reticulante entre as cadeias.
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Figura 36: Espectro Fotoeletrénico de Raio X de alta resolucédo do elétron Cis: a) Quitosana; b) P-
Quitosana; c) RET-P-QuiNCa.

64



65

A Figura 37 mostra os sinais N1s da Quitosana, da P-Quitosana e do
scaffold de RET-P-QuiNCa deconvoluidos. Ao compararmos a Quitosana e P-
Quitosana observa-se que a propor¢gdo entre 0s grupos amino e amida sao
mantidas, mostrando que esses grupos nao participam da reacédo de fosforilagao.
Quando comparamos com o scaffold de RET-P-QuiNCa (Figura 37c) observamos
um aumento de area referente a amida devido a reacgao de reticulacdo, que ocorre

no grupo amino.
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Figura 37: Espectro Fotoeletronico de Raio X de alta resolugdo do elétron Nis: a) Quitosana; b) P-
Quitosana; c) RET-P-QuiNCa.
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A Figura 38 mostra os sinais O1s da Quitosana, da P-Quitosana e do
scaffold de RET-P-QuiNCa deconvoluidos. No espectro de O1s da Quitosana na
Figura 38a observa-se um sinal intenso em torno de 532,9 eV (curva vermelha)
associado aos oxigénios ligados ao carbono (C-O), e outros dois sinais menos
intensos, um em 530,98 eV (curva rosa), referente a carbonila do fragmento
acetilado, e outro em 534,40 eV (curva roxa), relacionado ao oxigénio entre dois

carbonos do anel da quitosana.

Ja para a P-Quitosana na Figura 38b, temos o perfil do espectro
deslocado para menores energias de ligagdo. Conforme discutido anteriormente,
reacbes de fosforilacdo utilizando P20s podem gerar estruturas tetraédricas
conhecidas como fosfatos vitreos. A analise por XPS de fosfatos vitreos vem sendo
reportada ha anos e muitos estudos apontam que espectros O1s de fosfatos vitreos
podem ser divididos em dois diferentes componentes.?® O primeiro, com maior
energia de ligacdo em aproximadamente 532 eV (curva vermelha), correspondente
ao oxigénio em ponte (P-O-P) e sobreposto com o sinal de C-O, enquanto o
segundo, em torno de 531 eV (curva azul), esta associado aos oxigénios terminais,
como P=0O e P-O, sobreposto com o sinal do C=0. Estes sinais indicam que ha
polifosfatos na estrutura da P-Quitosana, gerados a partir da reagédo de fosforilagao

utilizando P20s.

Ao se analisar o scaffold de RET-P-QuiN na Figura 38c, observamos uma
alteragao nas proporgdes dos sinais em 532 eV e 531 eV. Isso ocorre por conta da
reacao de reticulacido, a adicao do acido tartarico na estrutura do material contribui
com o aumento do sinal de C=0, indicando que a reticulagdo ocorreu através desse
fragmento especifico. Porém, durante a reagdo os polifosfatos sdo hidrolisados,
diminuindo as ligagdes do oxigénio em ponte, corroborando com o observado na
analise de RMN 3'P.
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Figura 38: Espectro Fotoeletronico de Raio X de alta resolugédo do eléfron O1s: a) Quitosana; b) P-

Quitosana; c) RET-P-QuiNCa.
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Ao analisarmos os espectros P2p da P-Quitosana e do scaffold de RET-
P-QuiNCa, apresentados na Figura 39, verificamos que houve uma diminui¢do dos
tipos de fosforo, o mesmo observado no RMN 3'P, mostrado na Figura 34. No
espectro P2p do scaffold de RET-P-QuiNCa temos apenas um pico, que pode ser
deconvoluido em dois componentes spin-orbita, um em 133,34 eV referente a Q°
P2ps2 e outro em 134,30 eV referente & Q° P2p12. J& na P-Quitosana, observamos
trés tipos de fosforos com seus respectivos sinais spin-orbita na mesma proporcao
observada no RMN 3'P, apresentado na Figura 14. O que indica que durante a

reacao de reticulagao, os polifosfatos foram hidrolisados.
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Figura 39: Espectro Fotoeletrénico de Raio X de alta resolugdo do elétron P2y a) P-Quitosana; b)
RET-P-QuiNCa.
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A partir das analises de XPS podemos concluir que a Quitosana, utilizada como
material de partida, apresentava 25% de acetilacdo e durante a fosforilagdo essa
propor¢ao se manteve na P-Quitosana, mostrando que o grupo amino foi protegido e
nao participou da reacdo. Além disso, comprovou-se que a reagao de fosforilagcao
gerou polifosfatos, corroborando com os estudos utilizando P2-Os como fonte de

fosfatos.

Ja para o scaffold de RET-P-QuiNCa, podemos observar a presencga do reticulante
ligado ao polimero devido ao aumento da area do pico referente a amida. Entretanto,
os polifosfatos foram hidrolisados, apresentando apenas um tipo de fésforo ligado ao

polimero.
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4. CONCLUSAO

Com a caracterizacao detalhada da P-Quitosana e a comprovacao de que
o grupo amino foi preservado na reagao de fosforilagao, foi possivel explorar outras
reagcoes a partir da P-Quitosana devido a presengca de dois grupos reativos no

material.

A reticulagdo quimica com &acido tartarico, mediado por EDC e NHS,
interconectou as cadeias do material, como observado nas analises de RMN e XPS.
Essa modificagdo conferiu ao material reticulado (RET-P-QuiN) propriedades

mecéanicas diferenciadas, tornando-o elastico, aderente e soluvel em meio basico.

Além da reticulagdo quimica, a presenca de grupos fosfatos permitiu a
exploragdo de uma segunda estratégia de reticulacéo, a gelificagdo ionotrépica. Os
fosfatos quando desprotonados interagiram com ions calcio, resultando na formagéao
de um gel estavel que pode se transformar em uma matriz porosa com

caracteristicas de scaffolds e poros adequados para aplicagdes bioldgicas.

Desta forma, as modificagdes propostas para a P-Quitosana resultaram
em um material com propriedades diferentes se comparado a quitosana. A
combinacdo da reticulacdo quimica e fisica permitiu a obtencdo de um material
capaz de formar estruturas porosas, expandindo o potencial de aplicacdo da

quitosana em diversas areas.



CAPITULO 03

SCAFFOLD DE RET-P-QuiNCa: UM
AMBIENTE PROMISSOR PARA
CELULAS E NOVAS PERSPECTIVAS

72



73

1. INTRODUCAO

Em um organismo vivo as células realizam atividades biolégicas em
respostas a estimulos de um ambiente altamente complexo. A composi¢cdo da
matriz, na qual elas estao dispersas e as interagdes célula-célula e célula-matriz sdo
fundamentais para o funcionamento do organismo. Para mimetizar esse
microambiente complexo e estudar o comportamento das células, a cultura celular

tridimensional (3D) utilizando scaffolds vem sendo fundamental. 100.101

A construcdo representada por uma matriz 3D porosa e biocompativel dos
scaffolds, simula a matriz extracelular e influencia na adeséo, proliferagdo, migragao
e diferenciagao celular. Desta forma, para satisfazer esta condicdo fundamental, o
desenvolvimento de um scaffold deve envolver condigdes apropriadas que

determinam a resposta celular e a regeneragdo do tecido. 00101

O scaffold de RET-P-QuiNCa, desenvolvido neste trabalho, apresenta
caracteristicas que o torna promissor para aplicagcbées como biomaterial para reparos
em tecidos danificados. Além da estrutura porosa com poros interconectados,
paredes finas e dimensbes adequadas para a proliferagao celular. Sua composi¢ao
corresponde a materiais e espécies biocompativeis e participantes dos processos

bioquimicos do organismo.40.102,103

Diante do potencial que o scaffold de RET-P-QuiNCa apresenta para
possiveis aplicagbes bioldgicas, este Capitulo sera dedicado para avaliar sua
biocompatibilidade. Através de teste de citotoxicidade e citocompatibilidade para
células de fibroblastos NIH 3T3.

A escolha do método de ensaio de citotoxicidade depende da
caracteristica do material a ser avaliado. Para biomateriais solidos, podemos realizar
os testes por contato direto, indireto ou por extrato, conforme ilustrado na Figura 40,
permitindo uma avaliagdo qualitativa, semiquantitativa ou quantitativa da

citotoxicidade. %4
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a) b) c)
Amostra Extrato
adlical:
Células Células Células

Figura 40: Ensaios de citotoxicidade in vitro. (a) Contato direto, (b) difusdo em agar e (c) ensaios

baseados em extrato.

Enquanto os testes de citotoxicidade avaliam a morte celular, os testes de
citocompatibilidade avaliam a resposta da célula a um biomaterial.'% Com isso, sera
avaliado a citotoxicidade do extrato do scaffold de RET-P-QuiNCa e a
citocompatibilidade do material, utilizando os testes de MTT, Calceina-AM e

imageamento de células marcadas com Calceina, lodeto de Propideo e Hoechst.

O teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)
avalia a viabilidade celular através da quantificacdo da atividade enzimatica
mitocondrial. Todas as células eucariontes s&o ricas em enzimas desidrogenase
mitocondrial, essenciais para a producdo de ATP. A enzima succinato
desidrogenase, presente nas mitocondrias, cliva o anel tetrazélico do reagente MTT,
cristal amarelo, em um cristal de formazan de colorag&o violeta insoluvel em agua,

conforme ilustrado na Figura 41.104

_ 7/ \ NADH NAD*

=N N—NH
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P N » N

Figura 41: Reagdo do teste de MTT.

Os cristais de formazan sdo extraidos com solvente adequado e
analisados por absorbancia em 570nm. A amostra € considerada citotdxica se a

viabilidade ou atividade metabdlica das células for menor que 70%."%4
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Diferente do teste de MTT, que avalia a atividade metabdlica através da
quantificacdo do formazan, a Calceina-AM avalia a integridade da membrana
plasmatica, essencial para células vivas. A perda da integridade da membrana esta

associada ao processo de morte celular.

A Calceina-AM (éster acetoximetil calceina), um éster ndo fluorescente,
permeia facilmente a membrana celular. Uma vez dentro das células, as enzimas
esterase hidrolisam a Calceina-AM em calceina fluorescente. A membrana celular de
células saudaveis € impermeavel a calceina fluorescente, ficando retida no seu
interior. Desta forma, ¢é possivel quantificar as células vivas através da

fluorescencia.’®

Hidrélise do éster AM
acetoximetil)

Esterase

3 Calceina

T

Calceina-AM Calceina

(N&o Fluorescente e _ (Fluorescente e
permeéavel a membranas celulares) Impermeavel a membranas celulares)

CélulaViva

Figura 42: llustragéo da hidrolise da Calceina-AM pelas enzimas esterase em células vivas.

A utilizacdo de corantes fluorescentes para células vem sendo
amplamente aplicados em estudos de viabilidade celular. Dentre os corantes mais

comuns, estdo a calceina-AM, o iodeto de propidio (Pl) e o Hoechst.

A Calceina-AM, como citado anteriormente, é um corante fluorescente
verde que indica a atividade enzimatica da célula, fazendo fluorescer somente
células saudaveis. Ja o lodeto de Propideo (Pl) é um corante fluorescente vermelho
que se liga ao DNA, permeando apenas membranas celulares comprometidas
indicando as células mortas. O Hoechst, um corante azul fluorescente, se liga
especificamente as bases nitrogenadas do DNA, sendo utilizado para determinar a
contagem total de células, sendo capaz de permear tanto células viaveis quanto néo

viaveis. 104
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As células coradas pela combinagao da Calceina-AM, lodeto de Propideo
(Pl) e Hoechst em um meio de cultura celular, permite identificar as fracbes de

células vivas e células mortas em uma populagao.
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2. METODOLOGIA

Em estreita colaboragdo com o Departamento de Bioquimica e Biologia
Tecidual do Instituto de Biologia da Unicamp, os experimentos deste capitulo foram
realizados no Laboratério de Biomembranas, coordenado pela Profa. Dra. Eneida de
Paula, e colaboragcdo da mestranda Talita Cesarim e no Laboratério de Interagdes
Nanoparticula-Célula, coordenado pelo Prof. Dr. Marcelo Bispo, e colaboragdo do

doutorando André Lopes.

2.1 Teste de estabilidade do scaffold de RET-P-QuiNCa

Para garantir a integridade do scaffold de RET-P-QuiNCa durante os
testes biologicos, realizou-se um teste de estabilidade em meio de cultura (DMEM) a
37°C e 5% COz2 por 24 horas.

A estabilidade do scaffold de RET-P-QuiNCa foi comparada com a de um
scaffold de quitosana, preparado a partir de solugdes de quitosana a 3% em acido

acético 0,1 molL, congelados e liofilizados conforme item 2.3 do Capitulo 02.

Os scaffolds de RET-P-QuiNCa e de quitosana foram incubados em placa

com 12 pogos por 24horas em DMEM e fotografados.
2.2 Teste de Citotoxicidade do extrato do scaffold de RET-P-QuiNCa

2.2.1 Preparacao do extrato do scaffold de RET-P-QuiNCa e adicdo a cultura de
fibroblastos NIH 3T3.

Extratos dos scaffolds de RET-P-QuiNCa foram obtidos incubando-se 32

mg do scaffold em 3 mL de meio FluoroBrite™ DMEM por 24 horas.

Em paralelo, as células de fibroblastos (NIH 3T3) foram plaqueadas a
uma densidade de 5 mil células por pog¢o, em uma placa de 96 pocos, e cultivadas
por 24 horas em meio FluoroBrite™ DMEM, sob condi¢des padréao (37 °C e 5% de
CO2).

O meio de cultura das células foi substituido pelo extrato do scaffold e

incubado por 24 horas.
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Para o controle dos testes de citotoxicidade as células foram incubadas
sob as mesmas condi¢cdes dos testes descritos no paragrafo anterior, porém com o

uso apenas do meio de cultura, sem o extrato do scaffold.
2.2.2 Teste de citotoxidade do extrato de scaffold de RET-P-QuiNCa via MTT

Apds a incubacao e tratamento das células com o extrato, como descrito
em 2.2.1, o meio de cultura das células foi substituido por uma solugado de MTT (1,0
mg mL" em DMEM) e apds 3 horas, o meio foi removido e os cristais de MTT foram
dissolvidos em 100 yL de DMSO.

A placa foi homogeneizada por 5 minutos em um agitador orbital e a
absorbancia foi medida em um leitor de multiplos modos de imagem Cytation 5
(Biotek, EUA) a 570 nm. Os dados de viabilidade celular foram determinados por

trés experimentos independentes (n = 3).

2.2.2 Teste de citotoxidade do extrato de scaffold de RET-P-QuiNCa via Ensaio
Calceina-AM

ApoOs o tratamento com o extrato, as células foram incubadas com 50 pL
da solugdo de Calceina-AM (0,025 pmol L' em FluoroBrite™ DMEM) por 30 minutos
a 37° C e 5% de CO:a. A fluorescéncia foi medida no equipamento Cytation 5, com
excitagdo em 494 nm e emissdo em 517 nm.'%5 A citotoxicidade foi obtida

comparando-se a fluorescéncia do controle e da amostra.
2.2.3 Analise das células marcadas com Calceina/Pl/Hoechst

Apoés o tratamento das células com o extrato, as células foram incubadas
com 50 pL de uma solugdo contendo os fluoréforos Calceina AM (0,025 pmol L),
iodeto de propidio (PI) (1 yg mL-1) e Hoechst (1 uyg mL-1) em meio FluoroBrite™
DMEM por 30 minutos a 37 °C e 5% de COa..

As placas foram analisadas no equipamento Cytation 5 e fotografadas em
seis campos diferentes e em trés canais de fluorescéncia, DAPI (Aex/Aem = 358/461
nm), Pl (Aex/Aem = 530/622 nm) e GFP (Aex/Aem = 395/509 nm), com aumento de 10x.

Apds a aquisicdo das imagens, os nucleos corados com Hoechst (canal DAPI,
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fluorescéncia no azul) foram contados, representando o total de células, e os
nucleos corados com iodeto de propidio (canal PI, fluorescéncia no vermelho),

também foram contados, representando as células mortas.

A partir desses dados, a quantidade de células viaveis foi calculada
utilizando a equagéao 1.

Esse valor foi entdo usado na equagao 2, obtendo assim a porcentagem
de células viaveis contadas por pogo.

Células Viaveis da Amostra = (Nucleos corados com Hoechst — Nucleos corados com PI)

Células Vidveis (%) = (Células Vidveis da Amostra) 00
erutas viavets L) = Células Viaveis do Controle

2.3 Teste de Citocompatibilidade das células no scaffold de RET-P-QuiNCa

Para o estudo de citocompatibilidade, os scaffolds de RET-P-QuiNCa (32
mg) foram imersos em 3 mL de meio de cultura DMEM, em uma placa de 12 pogos,

e acondicionados por 24 horas em condi¢cdes padroes.

ApoOs este periodo, o meio foi retirado e as células foram plaqueadas,
juntas ao scaffold, a uma densidade de 5.10° mL", sob condigdes padrbes, por
periodos de 24, 72 e 120 horas.

Apos cada periodo, as células foram incubadas, na presenga dos
scaffolds, com 50 pL de uma solugdo contendo Calceina AM (0,025 ymol L"), iodeto
de propidio (1 yg mL") e Hoechst (1 ug mL™") dissolvidos em meio FluoroBrite™
DMEM. Apds 30 minutos de incubagédo a 37° C e 5% de COg2, imagens foram

capturadas manualmente usando o equipamento Cytation 5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Teste de estabilidade do scaffold de RET-P-QuiNCa em meio de cultura
DMEM

A Figura 43 mostra a foto dos scaffolds de quitosana e RET-P-QuiNCa
antes da adicdo do meio de cultura e apos terem sido incubados por 24 horas em
meio de cultura DMEM. O resultado indica a maior estabilidade dos scaffolds de
RET-P-QuiNCa. Enquanto os scaffolds de RET-P-QuiNCa ndo deliguescem e
permanecem imersos no meio de cultura celular (Figura 43B), os scaffolds de
quitosana ndo imergem no meio de cultura (Figura 43A), mostrando que os poros
nao sao conectados e tampouco adsorvem este fluido mantendo a coloracdo

branca.

Figura 43: Teste de Estabilidade dos (A) Scaffolds de Quitosana e (B) RET-P-QuiNCa em meio de
cultura. Imagem a esquerda: scaffolds sem meio de cultura. Imagem a direita: scaffolds apds 24h no

meio de cultura.

A estabilidade apresentada pelo scaffold de RET-P-QuiNCa em meio de
cultura, indicando uma estrutura porosa, interconectada, que permite a permeacao
do meio de cultura, indica que eles sdo adequados para serem submetidos aos

testes de citotoxicidade e citocompatibilidade.
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3.2 Teste de citotoxicidade: Efeito do extrato de scaffold RET-P-QuiNCa sobre
culturas de fibroblastos NIH 3T3

A viabilidade celular dos extratos do scaffold foi comparada ao controle
nos ensaios de MTT, Calceina-AM, Pl-Hoechst e micrografia, e os resultados obtidos

estao discutidos nos itens abaixo.

3.2.1Teste de Citotoxicidade do extrato do scaffold de RET-P-QuiNCa pelo ensaio
MTT

A analise de MTT, um método quantitativo, colorimétrico e indireto, €
utilizado como indicador da atividade metabolica de células viaveis atraveés da leitura
da absorbancia em 570 nm da solugdo de formazan gerado apos tratamento das
células com MTT. O grafico da Figura 44 apresenta a viabilidade celular do controle
e do extrato do scaffold de RET-P-QuiNCa.
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Figura 44: Viabilidade celular de células NIH 373 na presenca do extrato de RET-P-QuiNCa por 24h
determinada pelo ensaio MTT. Os pontos no grafico representam as médias e desvios-padrao de
frés experimentos.

A analise do grafico mostra que o material ndo € citotoxico as células de

fibroblastos 3T3, pois ndo sdo observadas diferencas estatisticas na viabilidade
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celular de acordo com o teste t (comparacao de médias com controle) com p < 0,05,

entre o tratamento e o controle.

3.2.2 Teste de citotoxidade do extrato de scaffold de RET-P-QuiNCa via Ensaio
Calceina-AM.

Outra forma de avaliar a viabilidade celular € por meio do ensaio de

Calceina-AM, que determina as células viaveis pela atividade da esterase.

Cell viability (%)
[Calcein assay]

Figura 45: Viabilidade celular de células NIH 373 na presenca do extrato de RET-P-QuiNCa por 24h
determinada por Calceina-AM. Os pontos no grafico representam as medias e desvios-padréo de trés
experimentos.

A viabilidade celular foi avaliada usando a intensidade de fluorescéncia da
calceina (n=3), presente apenas em células vivas. Os valores de viabilidade foram
normalizados para células nao tratadas, que foram consideradas como tendo 100%
de viabilidade. Analises estatisticas foram realizadas para comparar a viabilidade de
células tratadas com o extrato do scaffold e com células ndo tratadas, onde a
viabilidade permaneceu préoximo a 100 % em ambos os casos (controle e tratado),

reforcando que o scaffold de RET-P-QuiNCa ndo compromete a viabilidade celular.
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3.2.3 Analise das células marcadas com Calceina/Pl/Hoechst

Nesta analise a viabilidade celular foi avaliada pela marcacdo com os
fluoréforos Hoechst (canal DAPI), Calceina (canal GFP) e lodeto de propidio (canal

P1). Utilizando a Equagéo 1 e 2, obteve-se o grafico apresentado na Figura 46.
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Figura 46: Viabilidade celular de células NIH 373 na presenca do extrato de RET-P-QuiNCa por 24h
determinada pela marcagdo com Hoechst e Pl. Os pontos no gréfico representam as medias e
desvios-padrdo de trés experimentos.

Analises estatisticas foram realizadas para comparar a viabilidade de
células tratadas com o extrato do scaffold e com células nao tratadas, resultando em

p<0,05; onde n&o foram encontradas diferencas de viabilidade entre os tratamentos.

Além disso, a analise de micrografia do controle e da amostra (Figura 47d
e Figura 47e) confirma a n&o toxicidade, por meio de diversos métodos de coloragédo
celular. O fluoréforo Hoechst, observado no canal DAPI, é utilizado para marcagao
de DNA, permitindo a contagem total de células (vivas e mortas). A coloracédo com
calceina, obervada no canal GFP, fluoresce verde, indicando que a atividade da
esterase esta presente apenas em células vidveis e metabolicamente ativas.'% Ja o
iodeto de propidio, observado no canal Pl, cora exclusivamente o nucleo de células

com a membrana plasmatica comprometida, referidas como células mortas. Os
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resultados obtidos usando um modelo de células 3T3 nao mostram efeitos toxicos

significativos in vitro, demonstrando assim o potencial atoxico do material.

DAPI GFP Pl MERGE

Figura 47: Analise de citotoxicidade do P-quiNCa em células de fibroblastos embrionarios 3T3
determinada através do uso dos fluoroforos Hoechst (canal DAPI), Calceina (canal GFP), iodeto de
propidio (canal Pl) para controle e para 24 hora de exposicdo ao extrato do scaffold de RET-P-
QuiNCa. Os dados foram normalizados considerando o controle como 100% (controle foi plotado

segundo o desvio padar&o).
2.3 Teste de Citocompatibilidade das células no scaffold de RET-P-QuiNCa

A Figura 48 apresenta a analise de citocompatibilidade do scaffold de
RET-P-QuiNCa desenvolvido em células de fibroblastos 3T3, em meio FluoroBrite™
DMEM sob condigdes padrées, em trés intervalos de tempo: 24 horas, 72 horas e
120 horas. A analise foi realizada utilizando marcacdo com os fluoréforos: Hoechst
(DAPI), Calceina AM (GFP) e iodeto de propidio (Pl), além de imagens de contraste.
As imagens foram capturadas manualmente, focando em regides onde as células

estavam em contato direto com o scaffold.
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DAPI GFP Pl MERGE CONTRASTE

Figura 48: Analise da biocompatibilidade do scaffold de RET-P-QuiNCa em células de fibroblastos
373 em diferentes intervalos de tempo (24 h, 72 h e 120 h). O conjunto de 3 imagens, para cada

intervalo de tempo, indicam as triplicatas realizadas.
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Observando as imagens de contraste de fase, é possivel identificar
claramente a presengca do material (partes mais escuras) sobre as células. Nas
imagens de 24 horas, observa-se uma intensa coloragdo azul (canal DAPI),
decorrente da emissao de fluorescéncia azul do proprio scaffold de RET-P-QuiNCa.
Nesse mesmo canal, encontra-se a marcagdo dos nucleos celulares em azul. A
marcagao verde com Calceina (GFP) sugere que a maioria das células marcadas
estdo metabolicamente ativas e viaveis, além de possuir integridade de membrana.
A marcacgao vermelha com Pl indica poucas células mortas, sugerindo que o scaffold

nao é citotdoxico em exposi¢des curtas, como 24 horas.

Apods 72 horas de exposi¢cao ao scaffold de RET-P-QuiNCa, observa-se
uma diminuicdo na viabilidade celular, quando comparado ao periodo de 24 horas,
caracterizada pela reducdo da fluorescéncia verde da Calceina e aumento da
fluorescéncia vermelha (P1).197 No entanto, a quantidade de células viaveis ainda
parece ser significativa, sugerindo que o scaffold comecga a ter algum efeito adverso
com o tempo, mas ainda nao ¢é altamente citotoxico. Podemos levantar a hipotese de
que o aumento no numero de células mortas seja decorrente da movimentagéo e
estresse mecanico do scaffold sobre as células que ficaram aderidas no fundo do
poco. O que corrobora essa hipotese é a observagao das células mortas estarem
abaixo do scaffold e de uma grande quantidade de células viaveis nas regides mais

distantes do scaffold.

Nas imagens de 120 horas de exposigao ao material, observa-se um
aumento na densidade celular, sugerindo uma proliferagao celular. Entretando, ao
observarmos as ceélulas marcadas com calceina e PI, observa-se que nas regides
periféricas ao scaffold houve um aumento significativo na viabilidade, enquanto nas
proximidades do material, ha um aumento consideravel na morte celular,
principalmente nas regides de contato direto com o scaffold, indicando que a morte
celular pode ter sido ocasionada por estresse mecanico devido a movimentagao do
scaffold.

Além disso, neste periodo de 120 horas, observa-se a formacido de
esferoides celulares, sendo caracterizados como agregados tridimensionais de
células que mimetizam a arquitetura e o microambiente dos tecidos in vivo. Sua

formagao € um mecanismo de resposta celular comum a estimulos mecanicos que
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ocorrem em culturas celulares tridimensionais, como a movimentagao do scaffold no

Essas observacdes sugerem que o scaffold ndo apresenta citotoxicidade
significativa apds exposi¢des prolongadas e € biocompativel com as células NIH
3T3. Porém deve-se considerar a movimentagao do material que pode comprometer

a viabilidade das células 3T3.



88

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos dos testes bioldgicos, o scaffold de
RET-P-QuiNCa apresenta um excelente perfil de biocompatibilidade para as células
de fibroblastos (NIH 3T3).

Além disso, o teste de MTT e Calceina no extrato do scaffold, incubado

por 24 horas, ndo revelou citotoxicidade.

No entanto, o teste a longo prazo na presencga do scaffold pode ter sido
influenciado por estresse mecanico causado pela movimentacdo do scaffold no
poco, havendo um aumento de células mortas préximos ao scaffold. No entanto,
observa-se também, a formagéo de esferoides, indicando que o material proporciona
um microambiente favoravel a agregacao celular e formagdes dessas estruturas

tridimensionais.

No geral, o scaffold de RET-P-QuiNCa & um material muito promissor,

com grande potencial para aplicagdes no reparo de tecidos danificados.
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CONCLUSAO GERAL DO PROJETO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A modificagdo da quitosana via fosforilagéo alterou significativamente sua

solubilidade, sendo soluvel em pH acima de 7 e abaixo de 1,5.

A fosforilagdo estratégica nos grupos hidroxilas preservou as
caracteristicas catibnicas da quitosana, mantendo sua resposta a variagdes de pH e

aumentando as possibilidades de modificagdes.

A presenca de dois grupos reativos na quitosana permitiu explorar outras
modificagdes como a reticulagdo quimica, utilizando acido tartarico, e fisica através
da gelificagédo ionotrépica. A combinagdo dessas reticulagdes, permitiu a obtencéo
de um material poroso, biocompativel, com alto potencial para diversas aplicacoes.

Além disso, os testes bioldgicos demonstraram que o scaffold promove
adesdo e proliferacdo celular, indicando sua capacidade em fornecer um

microambiente favoravel ao crescimento tecidual.

Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para otimizar suas
propriedades. Ao submeter o scaffold de RET-P-QuiNCa a longos periodos
submerso em meio de cultura, observa-se que o estresse mecanico acaba afetando

as células.

Desta forma, € necessario estudar outros reticulantes quimicos que
fornega uma estabilidade maior ao scaffold, além de se realizar testes com outros

tipos de células e nao apenas fibroblastos.
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