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RESUMO

A crescente demanda por 6rgdo e tecidos e o desejo de reduzir as cirurgias
tradicionais, além da incapacidade de atender toda a demanda, levaram ao rapido
desenvolvimento da engenharia de tecido. Entre os biomateriais utilizados na
engenharia de tecidos estdo os suportes porosos (scaffolds), os quais sdo matrizes
porosas que imitam a matriz extracelular auxiliando na diferenciacao, proliferacéo e
biossintese celular para o desenvolvimento de novos tecidos. A utilizacdo de
polimeros naturais em processos bioldgicos apresenta algumas vantagens como:
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxidade dos subprodutos gerados na
degradacdo. Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de hidrogéis de
galactomanana de Cassia fistula oxidada interligada com carboxietilquitosana (CEQ).
A galactomanana de Cassia fistula (GCF) foi oxidada obtendo-se os graus de oxidagao
10, 20, 50 e 80%. Foram preparados hidrogéis a partir da interacédo do polissacarideo
oxidado em 3 diferentes graus de oxidagcdo e com a quitosana carboxietilada com 2
graus diferentes de substituicdo. Os hidrogéis CEQB/CF50 apresentaram maiores
valores de mdodulo de elasticidade (G’) (2,3 kPa), enquanto o hidrogel CEQA/CF10
apresentou apenas 2,1 Pa. O aumento do grau de oxidac&o e a diminui¢cdo do grau
de modificacdo da quitosana aumentam o carater elastico do hidrogel. O tempo de
geleificacdo obtidos pelas técnicas de inversdo de tubo, barra magnética e redbmetro
foram bem proximo entre si, variaram em média entre 33 e 158 s, para os hidrogéis
mais reticulados e menos reticulados, respectivamente. As analises de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) dos hidrogéis liofilizados (suportes porosos) mostraram
alta porosidade com poros heterogéneos. Observou-se que a média de tamanho de
poro € proporcional ao grau de oxidacdo da GCF. Os ensaios mecanicos
demonstraram que os scaffolds apresentaram comportamento elastico com valores
de moddulo de compressao variando entre 5,5 e 8,3 kpa. Nenhum dos scaffolds
produzidos apresentaram toxicidade. Os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20
apresentaram boa capacidade bactericida frente as bactérias gram-positivas
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos tornam
esses scaffolds bons candidatos a serem utilizados na engenharia de tecidos.

Palavras-chave: suportes porosos; hidrogéis; galactomanana Cassia fistula,;

quitosana; aplicacdo biomédica.



ABSTRACT

The growing demand for organ and tissue and the desire to reduce traditional
surgeries, in addition to the inability to meet the full demand, have led to the rapid
development of tissue engineering. Among the biomaterials used in tissue engineering
are porous supports (scaffolds) which are porous matrices that mimic the extracellular
matrix, aiding in cell differentiation, proliferation and biosynthesis for the development
of new tissues. The use of natural polymers in biological processes has some
advantages such as: biodegradability, biocompatibility, low toxicity of by-products
generated in degradation. This work aims to develop de hydrogels from
galactomannan extracted from the Cassia fistula plant, oxidized with sodium periodate
and interconnected with chitosan modified with acrylic acid (CEQ). The galactomannan
from Cassia fistula (GCF) was oxidized, obtaining oxidation degrees 10, 20, 50 and
80%. Hydrogels were prepared from the interaction of oxidized polysaccharide with
modified chitosan. The rheological analysis showed that the CEQB/CF50 hydrogels
had higher values of modulus of elasticity (G') (2.3 kPa), while the CEQA/CF10
hydrogel had only 2.1 Pa, which demonstrates that the increase in degree of oxidation
and the decrease in the degree of modification of the chitosan increase the elastic
character of the hydrogel. The gelling time obtained by the tube, magnetic bar and
rheometer inversion techniques were very close to each other, varying on average
between 192+26 and 2915 s, for the more crosslinked and less crosslinked hydrogels,
respectively. Scanning electron microscopy (SEM) analyzes of lyophilized hydrogels
(porous supports) showed high porosity and heterogeneous pores. It was observed
that the average pore size is proportional to the degree of oxidation of GCF.
Mechanical tests showed that the scaffolds showed elastic behavior with compression
modulus values ranging from 5.5 to 8.3 kPa. Cytotoxicity assays demonstrated that the
scaffolds resulted in the conditions made in this work and do not present toxicity.
CEQA/CF20 and CEQB/CF20 scaffolds have good bactericidal capacity against gram-
positive bacteria Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus. The results

obtained make these scaffolds good candidates to be used in tissue engineering.

Keywords: porous supports; hydrogels; galactomannan Cassia fistula; chitosan;

biomedical application.
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1 INTRODUCAO

1.1 Engenharia de tecidos

A engenharia de tecido € uma &rea interdisciplinar que busca o
desenvolvimento de biomateriais em laboratério a partir de materiais sintéticos ou
naturais para restaurar, manter ou melhorar a funcao do tecido (Steffens et al., 2018).
O termo surgiu inicialmente em meados de 1980. O crescente interesse pela
engenharia de tecido veio devido a limitacdo do nimero de doadores frente a grande
demanda de reparar érgaos e tecidos danificados por doencas ou lesdes, além da
possibilidade de rejeicdo ocasionada pelo sistema imunoldgico do paciente (Toniutto
et al., 2017).

E muito preocupante ver a desproporcdo entre a alta demanda por
transplantes de o6rgdos e o baixo indice de transplantes realizados. Segundo a
Associacao Brasileira de Transplantes e Orgéos (ABTO, 2023), em dezembro de 2023
no Brasil, se encontravam na fila de transplante cerca de 59 mil pacientes. Na Figura
1 é possivel ver a diferenga entre o nuimero de transplantes realizados e a

necessidade real de transplante s6 no Brasil durante ano de 2023.

Figura 1 - Necessidade estimada e numero de transplantes realizados no Brasil em
2023 (A); Evolucdo anual dos doadores efetivos no Brasil —-pmp (por milhdo de
populacao) (B)
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Esse é o principal motivo das diversas pesquisas realizadas no Brasil e no
mundo para melhoria das técnicas utilizadas na preparacdo de biomateriais. Uma
maneira de tentar reverter esse déficit de doadores seria utilizar as proprias células
do paciente ou um material biodegradavel que pudesse promover o crescimento de
células e tecidos utilizando-se de um suporte provisorio. O que reduziria o tempo de
espera para transplante, diminuindo o risco de rejeicdo e a necessidade de uma

cirurgia mais complexa (Naabhidi et al., 2017).

1.2 Scaffolds

Biomaterial é por defini¢cdo, qualquer substancia ou mistura de substancias,
naturais ou nado, utilizadas em aplicacdes biomédicas e que interagem em sistemas
bioldgicos. Entre esses biomateriais estdo 0s suportes porosos conhecidos como
scaffolds (L. Oliveira, C. Oliveira, A. Machado et al., 2010). Scaffolds sdo matrizes
tridimensionais porosas e temporarias cuja principal funcéo € auxiliar na proliferacao,
diferenciacdo e biossintese das células, assemelhando-se a matriz extracelular
(MEC), facilitando assim a formacao de tecidos funcionais e 6rgaos (Zhang, Jun et al.,
2018). Os scaffolds devem ser projetados para facilitar a distribuicdo celular e guiar a
regeneracao do tecido em trés dimensbes (Ma, 2004). Além disso, um scaffold
colocado no local da regeneracdo impedira a invasao de células indesejaveis no local
de acéo.

Para a utilizacao desses biomateriais existem alguns pré-requisitos basicos
entre 0s quais incluem: (1) biocompatibilidade € o principal pré-requisito como
biomaterial, pois materiais biocompativeis apresentam capacidade de proporcionar o
crescimento e a proliferacao celular. O conceito de biocompatibilidade atualmente é
bem diferente do qual se usava inicialmente. Antes, a biocompatibilidade se resumia
a um biomaterial inerte, ou que reagisse 0 menos possivel com o hospedeiro. Hoje 0
gue se espera de um biomaterial biocompativel é a interacdo com o meio guiando o
processo para o restabelecimento dos tecidos (Oréfice et al., 2012); (2) devem ter
propriedades mecéanicas comparaveis as do tecido no local de implantacdo ou
propriedades mecanicas capazes de impedir que as células sejam prejudicadas por
forcas compressivas (Alinejad et al., 2019). O scaffold deve ser resistente durante o
processo de implantacdo; (3) deve ser produzido em diversos formatos e com

porosidade apropriada. Uma alta porosidade, um tamanho adequado e a interligacao



17

desses poros sdo necessarios para facilitar a semeadura celular e difusdo em toda a
estrutura (Chen, Guoping; Kawazoe, 2016; Kim et al., 2019). Um tamanho adequado
de poro estaria na faixa entre 100 e 400 uym, necessério para o desenvolvimento
celular (Oliveira, etal., 2007). Um problema relacionado a porosidade € que a medida
gue se aumenta a porosidade ocorre uma diminuicao da resisténcia mecanica. Ja para
poros muito pequenos pode ocorrer a oclusdo dos poros pelas células, impedindo
assim a vascularizacdo e penetracdo de novas células; (5) biodegradabilidade é
muitas vezes um fator essencial, pois 0s suportes temporarios devem ser
preferencialmente absorvidos pelos tecidos circundantes sem a necessidade de uma
cirurgia para remocao.

O principal objetivo da engenharia de tecidos & permitir que as proprias
células do corpo, ao longo do tempo substituam o suporte implantado. Os subprodutos
formados durante a degradacdo devem ser atoxicos e sair do organismo sem interferir
em outros 6rgdos. O ideal é que a degradacdo ocorra no mesmo ritmo da formacéo
do novo tecido (Gu et al., 2010; Hozumi et al., 2018); e (6) mimetizar a matriz
extracelular nativa (MEC), esse tipo de material facilita a regeneracdo celular por
formar uma regido semelhante ao tecido a ser substituido (Akhtar et al., 2017).

Diversos métodos vém sendo utilizados nos preparos dos scaffolds, entre
eles os mais utilizados séo:

- Método da eletrofiacéo, técnica que utiliza alta tenséo para produzir micro
e nano fibras. Uma das vantagens dessa técnica é que ela requer apenas um solvente
para dispensar as nanoparticulas e dissolver o polimero;

-Método da impressao 3D, técnica que utiliza a impressao para produzir
camada por camada de material para fabricacdo do scaffold assistida por computador.
A impresséo em 3D € uma técnica vantajosa, pois permite a replicacdo da forma muito
préxima de varios tecidos (Oréfice et al., 2012).

-Liofilizagdo ou também conhecida como separacao de fase, esse método
€ mais usual. A técnica consiste no congelamento do hidrogel, seguida de sublimacgéo
dos cristais de gelo formados e dessor¢cdo da agua sob vacuo). Os espacgos antes
ocupados pelo solvente agora formam os poros do scaffold, a vantagem desse método
€ a evaporacdo do solvente sem degradar o polimero, a néo utilizacdo de calor e de

solventes organicos (Rasoulianboroujeni et al., 2018).
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1.3 Polissacarideos utilizados na engenharia de tecidos

Hoje, a procura por materiais biodegradaveis, extraidos de fontes
renovaveis e que apresentem alto desempenho e um menor custo, € cada vez maior.
A utilizacdo de polimeros naturais em processos bioldgicos apresentam algumas
vantagens como: ndo carcinogenicidade, mucoadesividade, biocompatibilidade, alta
capacidade de encapsulamento e liberagdo de farmaco de forma prolongada e baixa
toxicidade dos subprodutos gerados na degradacéo e plasticidade no processamento
em uma variedade de materiais (Sumathi; Ray, 2002).

Polissacarideos sdo biomacromoleculas mais abundantes na natureza.
Sao polimeros naturais muito utilizados devido a sua grande versatilidade. Nos ultimos
anos, os polissacarideos tém sido amplamente investigados em relacdo as suas
caracteristicas fisico-quimicas e aplicacdes. Esses materiais vém sendo utilizados em
diversas é&reas tais como: na industria alimenticia; cosmética; farmacéutica;
biomédica, no tratamento de efluentes, entre outras. Na &area biomédica, sdo
produzidos diversos biomateriais como curativos, sistemas de liberacao de farmacos,
revestimentos e suportes porosos (Souza et al., 2021). Os polissacarideos sao
capazes de formar hidrogéis tanto por ligacdo covalente; polimerizacdo; conjugacao
quimica ou esterificacao.

Hidrogéis produzidos a partir de polimeros naturais apresentam, em sua
maioria, diversas vantagens em relacdo aos sintéticos tradicionais tais como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades que se assemelham a matriz
extracelular (Liu, Juan et al., 2015). Aléem de serem economicamente viaveis, 0S
polissacarideos sdo mais seguros que 0s polimeros sintéticos (Qi et al., 2020).
Polissacarideos séo preferiveis na preparacdo de biomateriais, pois apresentam
grande diversidade quimica e sdo facilmente modificados, através de diversos
meétodos, possibilitando assim, por exemplo, o melhoramento da biocompatibilidade,
das propriedades mecanicas e biodegrabilidade. Varios derivados de polissacarideos
tém sido preparados através de modificagdo quimica de modo a melhorar as
propriedades fisico-quimicas ou mecanicas, ampliando as possibilidades de utilizagéo
como novos biomateriais.

Os polissacarideos mais utilizados na preparacdo de scaffolds séo:
alginato, quitosana, celulose, acido hialurbnico, goma xantana, goma guar,

carragenana, dextrana e goma gelana (Guzelgulgen et al., 2021). Na Tabela 1 sao
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apresentados alguns trabalhos recentes nos quais utilizam os polissacarideos mais

abundantes na preparacédo de scaffolds usados na engenharia de tecidos.



Tabela 1 - Trabalhos recentes que utilizaram polissacarideos na preparacao de diferentes tipos de scaffolds

Composicao Técnica de Tipo de Aplicacéo Referéncia
fabricacéao scaffold

Carboxietilquiosana/dextran  Injetavel Hidrogel Regeneracao (Cao et al., 2021)

a oxidada/ nano- de tecido 6sseo

hidroxiapatita

Alginato/Gelatina Eletrofiagéo Nanofibra Engenhariade  (Ghitman et al., 2021)
tecidos

Glucoxilana Liofilizagao 3D scaffold Engenhariade  (Guzelgulgen et al., 2021)
tecidos

Alginato Liofilizagéo 3D scaffold Regeneracao (Ghanbari et al., 2021)

oxidado/Gelatina/ZnO: de cartilagem

Gelatina com metacrilato e Engenhariade  (Joshi et al., 2021)

Quitosana com metacrilato  Liofilizagéao 3D scaffold tecidos

20



Quitosana e goma Gelana  Liofilizacéao 3D scaffold Regeneracao (de Oliveira, Ariel C. et al., 2020)

de tecido 6sseo

Quitosana/Sulfato de Injetavel Hidrogel Regeneracao (Sharma et al., 2021)
condroitina da pele
alginato/polivinilalcool e Liofilizacao 3D scaffold Regeneracao (Sangkert et al., 2021)
fibroina da seda de tecido 6sseo
Alginato/fibrogénio Liofilizagcéo 3D scaffold Regeneracao (Solovieva et al., 2018)

da pele
TiO2-quitosana/Alginato de  Evaporagéo de 3D scaffold Engenharia de  (Kolathupalayam; Rangaraj;
sodio solvente nanocomposito  tecidos Subramani, 2020)

Carboxietilquitosana/Goma
do cajueiro oxidada Liofilizagao 3D scaffold Engenhariade  (Carlos et al., 2021)
tecidos




N-succinil
guitosana/galactomanana Injetavel Hidrogel Engenhariade  (Lucas de Lima et al., 2020)
tecidos
Alginato Evaporacdo de 3D scaffold Regeneracao (Iskandar et al., 2019)
solvente de tecido 6sseo
Quitosana/Polivinilaalcool Eletrofiacdo Nanofibras Regeneracao (Sadeghi; Moztarzadeh; Aghazadeh
do sistema Mohandesi, 2019)
neural
Gelatina-policaprolactona- L _ . (Gautam et al., 2021)
Eletrofiacao Nanofibras Regeneracao
nanohidroxiapatita L
de tecido 6sseo
Gelatina/alginato : Curti et al., 2021
g Impresséo 3D 3D scaffold Engenharia de ( )

tecidos

Fonte: elaborada pela autora
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1.3.1 Derivados hidrosséluveis de Quitosana

A quitosana € um polissacarideo linear obtido a partir da desacetilagédo da
quitina, por tratamento com bases fortes ou por métodos microbiologicos, resultando
na estrutura B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose (N-acetilglucosamina) (Xiao
et al.,, 2016) (Figura 2). A quitina é encontrada em carapacas de crustaceos,
exoesqueletos de artrépodes, parede celular de fungos, em algas e em alguns
moluscos. Ela é o segundo polissacarideo mais abundantes na natureza (Souza et al.,
2021). A quitosana € um polissacarideo natural hidrofilico apresentando em sua
estrutura grupos aminose hidroxilas que podem ser modificados quimicamente,
aumentando assim a possibilidade de serem metabolizados por algumas enzimas
(Khor; Lim, 2003).

A maior parte da obtencao da quitosana vem da carapaca de crustaceos,
no entanto ela é considerada um material seguro para pessoas alérgicas a crustaceos
(Walibel et al., 2011). Ela é considerada adequada para aplicacdes biomédicas e
clinicas devido as suas propriedades de alta biocompatibilidade, biodegradabilidade,
nao antigenicidade e adsor¢cédo. Apresentando, ainda, propriedades antimicrobianas e
estimulantes do sistema imune, o que favorece o processo de cicatrizacao de feridas
e apresenta um ambiente favoravel para adesao e proliferacéo celular (Liu, Shunli et
al., 2018; Sadeghi; Moztarzadeh; Aghazadeh Mohandesi, 2019).

Os biomateriais a base de quitosana para aplicacdes na engenharia de
tecidos séo propostos para diversas finalidades entre elas estdo o desenvolvimento
de cartilagem (Oryan; Sahvieh, 2017; Reys et al., 2017) cultura de células do tecido
0sseo (Pinto et al., 2020) e regeneracao periodontal (Chang et al., 2017; Duruel et al.,
2017). Nos dultimos anos, muitos biomateriais a base de quitosana foram
desenvolvidos para aplica¢des biomédicas, bem documentados em artigos de revisdo
(Liu et al., 2018; Pella; Lima-Tendrio; Tendrio-NETO, 2018; Racine; Texier; Auzély-
Velty, 2017).

O grau de desacetilagdo, uma das mais importantes propriedades quimicas
desse polissacarideo, determina a quantidade de grupos aminicos presentes na
cadeia polimérica, sendo que, a atribuicdo do termo quitosana se da para o material
(quitina) com grau de desacetilacéo igual ou superior a 50%, ja que nesse ponto a

quitina se torna insolivel em meio acido (Rinaudo, 2006). O grau de desacetilacao
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pode ainda influenciar nas propriedades tais como: cristalinidade, solubilidade,
intumescimento, propriedades mecanicas. Afeta também como a viabilidade celular

de materiais preparados a partir desse polissacarideo (Rodrigues et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura quimica da quitina e quitosana
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Fonte: Baseado em IBRAHIM et al., 2020.
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A quitosana € um polissacarideo praticamente insolivel em solventes
organicos e solavel em solugdes aquosas de acidos diluidos. Sua baixa solubilidade
em agua é devido a sua estrutura cristalina rigida. Este fator limita sua aplicacdo na
engenharia de tecidos. Neste sentido, varias modificacdes tém sido empregadas para
aumentar sua hidrofilicidade, tais como: quaternizacdo (Wang et al.,, 2019),
carboximetilagdo (Zhang et al., 2020) e succinilagédo (Lucas de Lima et al., 2020). Na
Figura 3 sdo mostradas as estruturas de algumas modificacdes da unidade de

glucosamina da quitosana.



Figura 3 - Estrutura de unidades hidrossolUveis da quitosana
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Outro método utilizado é a N-carboxietilacdo. Este método ocorre através da
adicdo de Michael, na qual ocorre um ataque nucleofilico por parte dos elétrons néo
ligantes (nucledfilo) do nitrogénio da amina ao carbono 3 do acido acrilico, seguida da
transferéncia do proton do nucledfilo para o oxigénio. Logo apds, ocorre 0 processo
de tautomerizacdo formando assim a carboxietilquitosana. Todo esse processo é
realizado utilizando a agua como meio de reacao (Figura 4) (Ibrahim; Mostafa; Kandile,
2020).

Figura 4 - Sintese da carboxietilquitosana
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OHOj H H oH
QUITOSANA ACIDO ACRILICO
50°C, 72h
o)
HO
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Fonte: Baseado em QU et al., 2017
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A carboxietilacdo € um método muito eficiente para ampliar a utilizacdo da
quitosana, pois aumenta sua solubilidade em uma ampla faixa de pH (1-14) (Ibrahim;
Mostafa; Kandile, 2020; Sashiwa et al., 2003a).

Além da capacidade de solubilizar em diferentes valores de pH, a presenca
de grupos negativos na quitosana em solucédo em pH acima de 6,5 (devido a presenca
de grupos carboxilato), a torna um excelente quelante para substrato de ions
metalicos necessarios para o desenvolvimento de microorganismos. Os derivados
carboxietilados apresentam melhor atividade antimicrobiana que a quitosana nao
modificada (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020).

1.3.2 Galactomanana e derivados oxidados

Galactomananas séo polissacarideos de reserva para o desenvolvimento
do embrido durante a germinacéo. Estruturalmente, elas sado heteropolissacarideos
ramificados consistindo de uma cadeia de unidades B-D-manopiranosidicas, unidas
entre si por ligacbes (1—4), que sao substituidas por unidades simples a-D-
galactopiranosidicas, ligadas a cadeia principal por ligagdes (1—6) (Dea; Morrison,
1975) (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura quimica de uma Galactomanana

Manose

Fonte: Adaptada de Sierakowski et al., 2000
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Sao observadas diferencas nas razfes manose/galactose (Man/Gal) e
massa molar de acordo com a origem e espécie da qual foi extraida (Robinson; Ross-
murphy; R-morris, 1982). A razdo Man/Gal e a forma como 0s substituintes estao
distribuidos ao longo da cadeia principal sdo fatores que influenciam suas
propriedades em solucéo, principalmente quanto a sua capacidade de solubilizacéo e
interacdo molecular (Andrade et al., 1999). As diferentes propriedades quimicas
destas gomas fazem delas materiais versateis usados para muitas aplicacoes.
Mikkonen et al., (2007) vém estudando o uso de galactomanana para producéo de
matrizes com maior for¢a de coesdo no desenvolvimento de filmes plasticos. Ja Lucas
de Lima et al., (2020) utilizou-se da galactomanana para produzir hidrogéis injetaveis
utilizados na reconstrucéo de tecidos.

A investigacao de novas fontes de galactomananas constituem um assunto
de grande importancia, tanto do ponto de vista académico como industrial. Paises
tropicais, como o Brasil, apresentam grande potencial como produtores de recursos
renovaveis que ainda nao foram suficientemente explorados. Nesse cenario surge a
Cassia fistula (Figura 6), uma leguminosa com flores conhecida vulgarmente como
chuva-de-ouro, cana-imperial ou canafistula verdadeira. Ela produz cerca de 166
frutos por ano, em formatos de tubos longos. Esta fruta é imprépria ao consumo direto,
no entanto é utilizada, assim como as folhas, cascas, flores e raizes, sédo utilizados
como agente anti-inflamatorio, antifiingico e antibacteriano. A espécie é originaria da
Asia a qual foi introduzida no Brasil ha muitos anos. Hoje se encontra amplamente
disseminada em paises com clima tropical como india, Egito, Africa (sul e leste),
China, México, Ceildao e Sri Lanka. (Brigida; Lucia; Almeida, 2015; Pal et al., 2021).
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Figura 6 - Arvore, sementes e galactomanana extraida das sementes de Cassia fistula

—_—

Fonte: elaborada pela autora

As galactomananas podem ser modificadas por oxidagdo para produzir
grupos aldeidos funcionalizados. Elas apresentam grupamentos —OH vicinais, que
podem sofrer oxidag¢éo na presenca do periodato. Na reacdo o ion, 104", ataca os diois
vicinais dos carbonos C2 e C3 da galactomanana onde ocorre a clivagem da ligacéo
carbono-carbono, originando grupamentos aldeidicos C=0 (Figura 7). Oxida¢do com
periodato de sédio é preferivel devido sua seletividade.
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Figura 7 - Estrutura da reacéo de oxidacdo de uma unidade monossacaridica com

periodato de sodio
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Fonte: Baseado em Keshk et al., 2017.

O estudo de derivados aldeidicos funcionalizados é interessante devido a
sua reatividade com grupos amina de quitosana e proteinas para formacdo da imina
também conhecidas como Base de Schiff. Essas sao obtidas a partir de reag0es entre
grupos carbonilicos e amino. O mecanismo de formacao da base de Schiff € mostrado
na Figura 8. Dessa forma, é possivel obter um hidrogel chamado de rede de cadeia
hibrida (do inglés hybrid polymeric network (HPN)), hidrogel obtido quando grupos
funcionais presentes nos dois polimeros reagem, formando pontos de reticulagéo,
sem a necessidade de haver um agente reticulante atuando. Além disso, sao estaveis
a temperatura ambiente. A reacdo pode ser processada em pH de meio fisiolégico,
apresentando agua como subproduto. Essas condi¢cdes séo ideais no preparo de
biomateriais para aplicacdes biomédicas, como os scaffolds. Hidrogéis reticulados via
base de Schiff sdo interessantes, pois essas ligacbes sao reversiveis frente a
alteracdo de pH e sua estabilidade decresce com valores de pH baixo, tornando o
hidrogel degradavel, uma das qualidades indispensaveis dos scaffolds.
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Figura 8 - Mecanismo de formacédo de base de Schiff entre uma unidade de manose

oxidada e B-1,4 D-glucosamina.
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Fonte: elaborada pela autora

Entre os usos dos scaffolds esta a regeneracao da pele. A pele € o maior
orgao do corpo humano, atuando como barreira protetora contra agentes nocivos.
Portanto, qualquer problema de pele causado por uma lesao ou doenca pode levar a
danos graves, como hospitalizacdo ou até a morte (Kennedy; Bhaw-Luximon; Jhurry,
2017). Existem alguns substitutos da pele no mercado, tais como: Matriderm®, Dr.
Suwelack Skin and Health Care AG, Alemanha; Terudermis®, Terumo Co. Ltd., Jap&o;
Dermagraft®, Organogenesis, Canton, MA entre outros. Porém, esses scaffolds tém

alto custo e ndo sédo totalmente eficazes, por isso é imprescindivel a busca por novos
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biomateriais que apresentem bons resultados na restauracdo desses tecidos
(Kennedy; Bhaw-Luximon; Jhurry, 2017).

Hidrogéis derivados de proteinas e polissacarideos sdo matrizes ideais
para engenharia de tecidos, uma vez que possuem componentes semelhantes as
matrizes extracelulares e sdo amplamente utilizados para aplicacdes biomédicas (Ren
et al., 2018; Spicer, 2020). No entanto, até a presente data poucos trabalhos tém
abordado a utilizacdo de galactomananas na preparacao de scaffolds para engenharia
de tecido. Dentre os trabalhos publicados podemos citar o uso do galactomanana da
Caesalpinia pulcherrima utilizada na preparacdo de scaffolds para cicatrizacdo de
feridas (de Sousa et al., 2019) e a galactomanana extraida das sementes de Delonix
regia, utilizada na preparacao de filmes e hidrogel injetavel para engenharia de tecidos
(Lucas de Lima et al., 2020; Siqueira et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver hidrogéis com derivados oxidados de galactomanana das
sementes de Cassia fistula e carboxietilquitosana que apresentem propriedades
fisico-quimicas adequadas para preparacdo de suportes porosos na engenharia de

tecidos

2.2 Objetivos Especificos

o Estudar a reacéo de oxidacao da galactomanana de Cassia fistula com periodato
de sodio;

o Analisar o efeito do grau de oxidacdo da galactomanana na formacdo dos
scaffolds e nas suas propriedades;

o Preparar derivados solUveis de quitosana em meio aquoso por reacdo de
carboxietilagdo com acido acrilico;

o Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos derivados de quitosana e
galactomanana por FTIR, GPC e RMN uni e bidimensional (*3C - H);

o Preparar hidrogéis de carboxietilquitosana e os derivados oxidados da GCF;

o Avaliar o tempo de formacédo dos hidrogéis e a capacidade de intumescimento;

o Estudar a morfologia e estrutura interna dos scaffolds;

o Avaliar a bidegradabilidade in vitro em meio fisiolégico;

o Avaliar a citotoxicidade dos diferentes scaffolds obtidos, frente a linhagem de
células saudaveis;

o Avaliar o potencial antibacteriano in vitro dos scaffolds.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

As sementes de Cassia fistula foram coletadas em dezembro de 2017 na
Universidade Federal do Ceara, regido de Fortaleza, Ceara, Brasil (SISGEN
A94F27D). A quitosana foi adquirida da empresa Polymar; o acido acrilico da empresa
VETEC e o periodato de sédio da empresa Synth. O meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) de baixa glicose, tripsina e linha celular de fibroblastos de
camundongo L929 foram obtidos da Sigma-Idrich. O bicarbonato de sddio (NaHCOs3)
foi adquirido da Fisher Scientific; soro fetal bovino (FBS) e antibiético-antimicético da
GibcoTM. InvitrogenTM foi o fornecedor de Calcein-AM. Foram utilizadas microplacas

de 96 pocos de poliestireno preto Corning® com fundo plano transparente.

3.2 Extragdo da galactomanana de Cassia fistula

As sementes foram separadas das vagens e o isolamento e purificacdo da
galactomanana das sementes foram realizados conforme descrito por Cunha et al., (
2009). Resumidamente, 50 g de sementes foram colocadas em agua sob
aquecimento (100 °C) durante 20 minutos em agitacdo magnética, para inativacao
enzimatica e permaneceram em agua por um periodo de 24 horas em temperatura
ambiente (~ 29 °C) sem agitacdo. Os endospermas foram separados manualmente, e
colocados em agua destilada sob agitacéo por 2 horas a 75 °C. A mistura foi triturada
em liquidificador. Em seguida, o sobrenadante foi precipitado em alcool etilico na
razdo de 1:3 (volume de solucdo de sobrenadante/volume de alcool). A
galactomanana obtida foi recolhida em funil de placa sinterizada n° 3, lavada com

alcool etilico e acetona P. A. e em seguida seca com jato de ar quente.

3.3 Oxidacao da galactomanana com periodato

A galactomanana foi modificada pela reacdo de oxidacdo segundo o
meétodo descrito por Leite et al., (2017). Para a reacdo de oxidacao, 1,0 g de GCF

(correspondendo a 6,17 x 1073 mol de unidades glicosidicas) foi dissolvido em 200 mL
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de agua destilada sob agitacao por 24 horas. Apos a completa dissolucéo, 0,13; 0,26;
0,66 e 1,04 g de NalO4 foram adicionados para obter os derivados de GCF oxidados
com graus de oxidacéo de 10, 20, 50 e 80% (daqui em diante designados como CF10,
CF20, CF50 e CF80, respectivamente). A mistura foi deixada no escuro, para evitar a
decomposicao fotoinduzida do ion periodato, e mantida a temperatura ambiente (~ 29
°C) durante 24 horas. Adicionou-se etilenoglicol (densidade relativa 1,115 g/mL) huma
quantidade estequiométrica em relagédo a NalO4 para parar a reagdo. As solucdes dos
derivados oxidados foram dialisadas contra 4gua ultrapura em membrana de celulose
(MWCO, 14 kDa, Spectrum Lab, EUA) até que a condutividade da agua de didlise
fosse igual a da agua ultrapura. Apés liofilizacéo, o derivado oxidado foi recuperado.

3.3.1 Determinacao do grau de oxidacéo

O grau de oxidacéo foi determinado pelo método da titulag@o do cloridrato
de hidroxilamina descrito por ZHAO, H., HEINDEL, 1991.

O grau de oxidacao foi calculado através da Equacéo 1.

(CNaOH x VNaOH) x 162
2mp

Grau de oxidagdo (%) = x100 (1)

onde C é a concentracdo em mol Lt e V o volume em litros, de NaOH, mp corresponde
a massa do polissacarideo em gramas e 162 é a massa molar de unidade

monossacaridica da manose, em g mol=.

3.4 Purificacdo da Quitosana

A quitosana foi purificada de acordo com a metodologia descrita por
Benamer, 2012, com algumas modificacdes. Dissolveram-se 10,0 g de quitosana em
1 L de acido acético a 2% (v/v) e permaneceu sob agitacdo durante 24 horas para
dissolucdo completa. A solucéo foi entdo centrifugada (15 min, 6000 rpm), filtrada
através do funil de placa sinterizada N° 3 e depois aquecida a 100 °C por 15 minutos
para desnaturar e precipitar as proteinas. A mistura foi novamente centrifugada (15
minutos, 6000 rpm). O sobrenadante foi removido e filtrado através do funil de placa
sinterizada n° 3. O pH da solucéo foi entdo ajustado para 10 com NaOH 1 mol L%, a

fim de precipitar a quitosana da fase aquosa. O precipitado de quitosana foi
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recuperado por centrifugacao e lavado com agua deionizada para remover o excesso
de NaOH até os valores de pH e condutividade atingirem os valores de agua pura. A

quitosana foi lavada com acetona e seca com jato de ar quente.

3.5 Carboxietilagdo da Quitosana

A sintese da carboxietilquitosana com maior grau de modificacdo (CEQA)
foi realizada de acordo com o método previamente descrito por Sashiwa et al., (2003).
Resumidamente, em um baldo volumétrico contendo 50 mL de agua destilada foram
adicionados 1,46 mL de &cido acrilico e 1,0 g de quitosana. O sistema foi mantido sob
agitacdo a 50 °C por um periodo de 72 horas. Apos esse periodo, o pH do sistema
reacional foi ajustado para 10 com uma solucdo aquosa de hidréxido de sédio 1 mol
L1 para converter o acido acrilico em seu sal sédico. A mistura foi entdo precipitada
em etanol PA na razéo de 2:1 (volume alcool: volume da reacédo). O precipitado foi
lavado com &lcool e acetona e seco em estufa a 60 °C. O mesmo procedimento foi
realizado com 0,36 mL de acido acrilico com o intuito de obter a carboxietilquitosana

com um menor grau de substituicdo (CEQB).
3.6 Caracterizacdo dos materiais utilizados

3.6.1 Anédlises de distribuicdo da massa molar por cromatografia de
permeacao em gel (GPC) da GCF e seus derivados

As amostras de galactomanana e seus derivados foram dissolvidas em
agua destilada a 0,1% m/v e filtradas através de membrana MILLIPORE de 0,45 pm.
A distribuicdo da massa molar foi determinada por Cromatografia de Permeag&o em
Gel (GPC), usando Cromatdgrafo Shimadzu (LC-20AD) acoplado a um detector de
indice de refracdo (RID-10%). Uma pré-coluna PolySepGFC-P fenomenex (35 mm x
7,80 mm) e uma coluna PolySepGFC-P linear (300 mm x 7,80 mm) com fase movel
de NaNOs 0,1 mol L1, a temperatura ambiente e 1,0 mL de fluxo/min. Foram utilizadas
curvas padrfes para a determinacdo da massa molar foi construida usando padrbes
de pululana (Shodex Denko®) com massas molares na faixa de 5,9 x 10%a 7,8 x 10°

g mol?.
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3.6.2 Determinacao daviscosidade intrinseca e massa molar viscosimétrica
da Quitosana

A viscosidade intrinseca e a massa molar viscosimétrica da quitosana
foram medidas utilizando o viscosimetro capilar (CANNON INSTRUMENTS modelo 1
[-71 Ubbelohde) a 25 °C em um banho de &gua com temperatura controlada. As
solucbes de quitosana foram preparadas nas concentracées de 0,1% (m/v) em
solucdo 0,25 mol L de acido acético/0,25 mol L de acetato de sddio (Kasaai, 2007).
Para a determinagéo da viscosidade intrinseca, foram realizadas cinco dilui¢cdes. Para
cada amostra de quitosana, um minimo de trés medicdes de tempo de fluxo foram
realizadas. A concentracao real da solucdo apés a filtracao foi obtida utilizando-se do
grau de pureza da quitosana através da analise termogravimétrica. A determinagao
da viscosidade intrinseca, [n], foi obtida através da extrapolacdo dos dados de

viscosidade a dilui¢do infinita, de acordo com a Equac¢éo de Huggins (Equacéo 2).

nsp/c = [n] + kum]?c (2)

onde, nsp € a viscosidade especifica, nsp/c é a viscosidade reduzida, kH é o
coeficiente de Huggins e C é a concentracédo do polimero.
J& a massa molar viscosimétrica foi calculada utilizando-se da equacao (3)

de Mark-Houwink-Sakurada:

[n] = K. My (3)

Em que:

[n] é a viscosidade intrinseca;

Mv € a massa molar viscosimétrica media;

K e a sdo constantes viscosimétricas com valores de 1,6 x 10°dL gt e 0,79
respectivamente. Essas constantes ndo dependem da massa molar, no entanto séo

dependentes do solvente, da temperatura e da estrutura do polimero (Kassai, 2007).
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3.6.3 Determinacdo do grau de desacetilacdo da Quitosana e grau de
substituicdo da carboxietilquitosana

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana foi determinado tanto por
andlise elementar quanto pela andlise de ressonancia magnética nuclear de protons
'H (Huang et al., 2015).

O grau de desacetilacdo (GD) da amostra de quitosana foi determinado

através da Equacao 4.

C
GD(%) = 1 — < N _5’14>x100 &)

Em que C/N representa a relacao entre carbono e nitrogénio da quitosana
obtida através da analise elementar, 6,8 € a razédo entre C/N considerando a quitosana
100% acetilada e 5,14 é a razdo entre C/N considerando a quitosana 100%
desacetilada.

Pela técnica de espectroscopia H-RMN o grau de acetilacdo (GA),
desacetilacédo (GD) e substituicdo das amostras carboxietiladas (GS) foram calculadas
através da razdo entre as areas dos prétons metilicos referentes as unidades
acetiladas (Ach3) e do proton ligado ao carbono 2 do anel de glicosamina (An2) de
acordo com as seguintes Equacoes (5, 6 e 7) (Huang et al., 2016; Signini; Campana
Filho, 2001).

GA(%) = ‘;‘;f x 100 (5)
GD(%) = (1 — GA) (6)
GS = (1 — GD) x 22Hz (7)

2AcH3
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3.6.4 Avaliacdo da solubilidade em diferentes pH da carboxietilquitosana
em meio aquoso

A solubilidade da carboxietilquitosana em diferentes valores de pH foi
determina por medicdo da turbidez seguindo método descrito por Ding et al., (2012).
Foi preparada uma solucéo aquosa de CEQB e QP (2 mg mL™) ajustado para o valor
de pH 1,5); Solugdo de NaOH (1,0 mol L) foi adicionada para ajustar o pH. Avaliou-
se a solubilidade das amostras pela transmitancia de radiacéo visivel em diferentes
valores de pH em um espectrofotometro SHIMADZU UV-1800 a 600 nm. Foi realizado
ainda o teste de solubilidade em diferentes pH solubilizando a quitosana e seus
derivados carboxietilados em solu¢ées de HCI 0,1 mol L (pH 1); agua destilada (pH
5,5); Tampéao PBS (0,1 mol LY; pH 7,4) simulando o meio fisiolégico e NaOH 0,1 mol
Lt (pH 14) a fim de ver o perfil macroscépico das solugdes. As solugbes foram
preparadas nas concentracdes de 2% (m/v).

3.6.5 Anéalise Elementar

Para a microanalise elementar das amostras foi utilizado o Analisador
Elementar - Perkin Elmer 2400 séries Il no modo C, H e N. O gas de arraste utilizado
foi hélio de alta pureza. Foram utilizadas 2 mg de amostras e a analise foi realizada
em duplicada. Para o calculo do percentual de nitrogénio na amostra foi utilizada a

equacao 8

%N

%N (GCF) = 2

x162 (8)

Onde 14,01 g mol* é massa molar do nitrogénio e 162 g mol? é a massa molar no

mondmero da GCF

3.6.6 Ressonancia Magnética Nuclear

Para obter os espectros de RMN, a galactomanana e seus derivados
oxidados (10 mg) foram dissolvidos em agua deuterada (600 pL). J& as amostras de
quitosana e seus derivados (10 mg) foram dissolvidos em uma mistura de agua
deuterada (600 pL) e acido cloridrico deuterado (20 uL). Obtiveram-se espectros de
'H RMN e 3C RMN a 70 °C em um espectrometro BRUKER modelo AVANCE-
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DRX500. O 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato (DSS) foi adicionado as amostras para

calibracéo do espectro de deslocamento quimico (&) zero.

3.6.7 Andélise por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As amostras foram secas a temperatura ambiente e combinadas com
brometo de potéssio (KBr), produzindo pastilhas. O espectro de infravermelho das
amostras foi registrado em um espectrometro FTIR - 8500 (Shimadzu) no nimero de
onda entre 4000 e 400 cm™.

3.6.8 Analise da citotoxicidade da GCF

As células foram cultivadas em microplacas de 96 pocos e as
monocamadas foram incubadas por 72 horas a 37 °C e 5% de CO2 com DMEM
contendo 5% de soro fetal bovino (FBS), penicilina G (100 IU/ml), enrofloxacina (10
ug mL?) e anfotericina B (1,25 pg mL™?) com diluices em série dos compostos em
diferentes concentracfes, com variacdo de 1,9 a 1000 pg/ml. A toxicidade in vitro do
GCF, que foi esterilizado por filtracdo através de membranas de PVDF (tamanho de
poro 0,22 mm), foi determinada de acordo com Denizot & Lang, (1986), quantificando
as células viaveis usando 3-[4,5-dimetil-tiazol-Brometo de 2-il]-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT), que é convertido em formazano puarpura pelas desidrogenases mitocondriais.
A concentragdo citotoxica de cinquenta por cento (CC50) foi definida como a
concentragédo de polissacarideo que poderia reduzir em 50% o numero de células
viaveis, quando comparada com um controle sem polissacarideo. Os experimentos
foram estatisticamente expressos como média + desvio padrdo e analisados pelo
Teste t de Student com p < 0,01 (Bolton, 1990). As variaveis que ultrapassaram o0s
limites superiores de quantificagcdo, foram consideradas estatisticamente

significativas.
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3.6.9 Andlise da citotoxicidade dos derivados CEQA, CEQB, CF20 e CF50

O teste do MTT se baseia na capacidade das enzimas oxidorredutase
celulares dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) para
reduzir o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor
amarela, para formar um composto de cor purpura (Kuete; Karaosmanoglu; Sivas,
2017), o que permite desta forma a quantificacdo indireta da porcentagem de células
vivas.

As células L929 foram plaqueadas nas concentracdes de 0,1 x 108 cél mL-
1 em placas de 96 pogos. Apos 24 horas de incubagéo, as células foram tratadas com
as amostras em concentragao Unica de 100 mg mL™. As placas foram incubadas por
69 h em estufa a 5% de CO2a 37 °C. Decorrido o tempo determinado, o sobrenadante
foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢cdo de MTT (0,5 mg mL-
1), e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apés dissolugéo do
precipitado com 150 puL de DMSO puro em leitor de microplaca (Molecular Devices,
Spectramax 190) sob o comprimento de onda de 595 nm.

Os valores foram analisados pela média + desvio padrdo da média (DPM).
Os valores das absorbancias foram transformados em viabilidade celular a partir dos
valores de absorbancia previamente normalizados com base na média da absorbancia
do controle negativo utilizando o programa GraphPadPrism versao 7.0. As anélises
foram realizadas no Laboratério de Cultura de Células do Delta (LCCDelta) da

Universidade Federal do Delta do Parnaiba.

3.7 Sintese dos hidrogéis e scaffolds

Dispersbes aquosas de CF10, CF20, CF50, CEQA e CEQB na
concentracéo de 2% (m/v) foram preparadas e mantidas sob agitacédo por 24 horas a
50 °C. Logo apos as solugcdes foram mantidas a 37 °C por 2 horas, foram misturados
por pipetagem de 1 mL de CEQ sobre 1 mL do derivado oxidado (CEQA/CF10;
CEQA/CF20; CEQA/CF50; CEQB/CF10; CEQB/CF20; CEQB/CF50) num frasco
cilindrico de 2,5 cm de diametro. Os frascos foram deixados a temperatura ambiente
durante 24 horas para a geleificacdo completa, depois mantidos a -80 °C em um

congelador Nuaire Ultra durante por 24 horas. Finalmente, a mistura foi liofilizada.
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3.7.1 Caracterizacao dos scaffolds

3.7.1.1 Tempo de geleificacédo

O tempo de geleificacdo das amostras de hidrogéis foi determinado pelo
método da barra magnética como descrito por Balakrishnan, Joshi, Jayakrishnan, &
Banerjee, (2014) com pequenas altera¢gdes. Foram misturadas 150 pL de uma solugao
aguosa a 2% de CEQ com 150 pL de solucdo aquosa do derivado oxidado a 37 °C.
As solucdes foram agitadas utilizando-se de uma barra magnética com revestimento
de teflon de 10 mm de comprimento e 5 mm de didmetro em um recipiente de vidro
de 10 mL (20 mm de diametro). O tempo requerido pela barra para formar um glébulo
foi tomado como o tempo de geleificacdo. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata.

O tempo de geleificacao foi determinado ainda pelo método da inverséo de
tubo seguindo a metodologia descrita por Giovagnoli, Tsai, & Deluca, (2010). Em um
tubo de ensaio foram misturados 1 mL de uma solucdo aquosa a 2% de CEQ com 1
mL de solucdo aquosa do derivado oxidado, mantidas em um banho termostatizado a
temperatura de 37 °C. A cada 5 segundos o tubo de ensaio era inclinado para observar
o estado da amostra. O tempo necessario para geleificacdo foi determinado pela
auséncia de fluidez da solugéo presente no tubo, caracterizando assim a formacao do

hidrogel.

3.7.1.2  Andlises Reoldgicas

As medidas reoldgicas foram realizadas em um rebmetro da TA
Instruments Rheometer advanced, modelo AR-550. Para as analises de formacgé&o dos
hidrogéis foram realizadas misturas homogéneas, que continham 150 pL de solugéo
CEQ (2% mv) e 150 pL de solugdo do derivado oxidado (2% mv), o modulo de
armazenamento (G’) e modulo de perda (G”) dos hidrogéis foram medidos utilizando-
se geometria de placas cone-placa com diametro de 40 mm, angulo de 1°, gap 28 um
a 37 °C. Foram realizados testes de varredura de tempo com diferentes temperaturas,
concentragbes, razbes de volume e graus de oxidagdo. Os mobdulos de
armazenamento (G’) e de perda (G”) foram monitorados em fungédo do tempo a uma

frequéncia de 1 Hz e uma tensao de cisalhamento de 5 Pa.
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As medidas reoldgicas dos hidrogéis prée-formados, por um periodo de 24h
em formatos cilindricos com o diametro de 15 mm e espessura de 4 mm, foram
realizadas em redmetro com geometria de placas paralelas (20 mm de diametro)
operando em modo oscilatério. Um teste dinamico de varredura de frequéncia (1 a 10
Pa) e tenséo (0,1 a 10 Hz) foram realizados a fim de determinar a regiao viscoelastica
linear de cada hidrogel. O modulo de armazenamento dos hidrogéis foi monitorado a
uma frequéncia e tenséo na regido viscoelastica linear por 30 minutos a 37 °C. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

3.7.1.3 Anélises de intumescimento

Estudos de intumescimento dos scaffolds CEQA/CF10; CEQA/CF20;
CEQA/CF50; CEQB/CF10; CEQB/CF20 e CEQB/CF50 foram realizados em solucao
salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1 mol L'!; pH 7,4 a 2642 °C) sob agitacéo pelo
método gravimétrico. Foi realizada a medida da massa dos scaffolds secos, em
seguida as amostras foram imersas em 35 mL de solucdo salina. As medi¢cbes dos
scaffolds intumescidos foram realizadas a cada 10 minutos por um periodo de 2 horas.
A cada periodo a amostra foi removida, limpa com papel absorvente para remover o
excesso de solvente e pesada imediatamente. O grau de intumescimento dos
scaffolds em PBS foi calculada usando a Equagéo (9):

intumescimento = ——— 9)
i
em que ms € a massa final (em gramas) e mi a massa inicial (em gramas) dos

scaffolds.

3.7.1.4 Porosidade dos scaffolds

A porosidade foi calculada pelo método de infiltracdo do etanol
(Sivashankari e Prabaharan, 2020). O etanol absoluto foi escolhido, pois penetra
facilmente através dos poros dos scaffold sem modifica-los. Os volumes dos géis
secos (V) foram obtidos a partir dos dados de diametro e altura medidos com

paquimetro digital de 0 a 150 mm — Digital marca COSA. Os géis secos foram pesados
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(mi) e em seguida imersos em etanol absoluto e centrifugados por 10 minutos a 1200
rom para facilitar a penetracdo do etanol através de toda a amostra. Apés a
centrifugacéo, o excesso de etanol da superficie das amostras foi seco com papel de
filtro obtendo-se assim sua massa apos a imersao (mr). As porosidades entdo foram

calculadas a partir da Equacéo 10:

mg—m;

Porosidade (%) = v

x 100 (10)

em que mi e ms S80 as massas das amostras antes e depois da imersdao em etanol,
respectivamente; p é a densidade do etanol absoluto (0,789 g cm™) e V é o volume

dos scaffolds secos.

3.7.1.5 Andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A estrutura porosa dos scaffolds foi examinada através de MEV. Os
hidrogéis foram preparados em seringas de 3 mL, deixados em repouso por 24 horas
e congelados em um ultra freezer -80 °C por 48 horas, em seguida foram liofilizados,
os scaffolds liofilizados foram colocados em nitrogénio liquido logo depois fracionados.
Os fragmentos foram recobertos com ouro e a morfologia dos scaffolds foi avaliada
com o equipamento Quanta-FEg Fei 450. As analises foram realizadas pela Central

Analitica da Universidade Federal do Ceara.

3.7.1.6  Tamanho de poros

O tamanho dos poros foi medido através das imagens obtidas pela analise
de microscopia eletrénica de varredura. As imagens foram analisadas através do

software imageJ e as dimensdes foram obtidos a partir da média de 200 medidas.

3.7.1.7 Anélises Mecéanicas

As medidas de tensdo-deformacéao elastica foram analisadas em DMA25
METRAVIB. Os scaffolds de forma cilindricas (diametro médio = 9 mm, altura = 18
mm) foram preparados em seringas de 3 mL o bocal da mesma foi removido e as
solugdes (1,5 mL do derivado oxidado (2% mv) + 1,5 mL de CEQ (2% mv)) foram
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pipetadas nela e homogeneizadas. Os hidrogéis foram deixados em repouso por 24
horas para garantir o processo completo de reticulacdo. As amostras foram
congeladas em ultra freezer em seguida liofilizadas e submersas em tampé&o PBS (0,1
mol L'Y; pH 7,4) 24 horas antes dos testes. As amostras de teste foram submetidas a
uma compressao uniaxial até 5% de deformacéo (0,02 mm/s) a partir da altura inicial.
O modulo de compresséo foi calculado a partir da inclinacao da reta na regiao linear
da curva tensdo/deformacgao. Os ensaios foram realizados em triplicata a uma
temperatura constante (37 °C). As analises foram realizadas no Laboratério de
Tecnologia de Biomassas da EMBRAPA.

3.7.1.8 Teste de Degradacao

A analise de degradacao seguiu a metodologia descrita por BALAKRISHNAN
et al., (2017). O teste de degradacéo dos scaffolds foi efetuado em relacdo a perda de
massa em tampao PBS (0,1 mol L; pH 7,4; T=37 °C) em uma incubadora sob
agitacdo constante de 100 rpm por um periodo de 28 dias. A massa inicial dos
scaffolds foi determinado (mi), em intervalos de tempo especificos (1, 3, 7, 14, 21 e 28
dias), Ao fim de cada periodo, os hidrogéis foram removidos, imersos em agua
destilada para retirar o excesso de salinidade até a condutancia do meio alcancasse
o valor de 2 uS cm, liofilizados e pesados (mf). A razdo de perda de massa foi

determinada de acordo com Equacéo (11):

Degradacéo (%) = %x 100 (11)
f

em que:
mi= a massa inicial dos scaffolds;

ms= a massa final dos scaffolds liofilizados apds o processo de degradacao.

3.7.1.9  Andlise termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas forma realizadas para analisar a
estabilidade térmica dos materiais. As analises de TGA foram realizadas usando um

analisador termogravimétrico (Q50 da TA Instruments). As analises foram feitas de 20



46

a 700 °C, com aumento linear de 10 °C min1, sob atmosfera de ar sintético com um

fluxo de 60 mL min't em amostras de aproximadamente 10 mg.

3.7.1.10 Analise da toxicidade in vitro da GCF

As células foram cultivadas em microplacas de 96 pocos e as
monocamadas foram incubadas por 72 horas a 37 °C e 5% de CO2 com DMEM
contendo 5 % de soro fetal bovino (FBS), penicilina G (100 IU mL™1), enrofloxacina (10
ug mL?) e anfotericina B (1,25 pg mL1) com diluicbes em série de 2 vezes dos
compostos em diferentes concentracdes, variando de 1,9 a 1000 pug mL. A toxicidade
in vitro da GCF, que foi esterilizado por filtracdo através de membranas de PVDF
(tamanho de poro 0,22 mm), foi determinada de acordo com Denizot & Lang, (1986),
guantificando as células viaveis usando brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetraz6lio (MTT), que ¢é convertido em formazano purpura pelas
desidrogenases mitocondriais. A concentracdo citotoxica de cinquenta por cento
(CC50) foi definida como a concentracdo de polissacarideo que poderia reduzir em
50% o numero de células viaveis, quando comparada com um controle sem
polissacarideo. Os experimentos foram estatisticamente expressos como média +
desvio padrdo e analisados pelo teste t de Student com P < 0,01 (Bolton, 1990). As
variaveis que ultrapassaram o limite superior de quantificacdo foram consideradas
estatisticamente significativas. A analise foi realizada pelo Laboratério de
Microbiologia Yasuyoshi Hayashi, do Departamento de Patologia Basica, UFPR,
Curitiba, PR, Brazil

3.7.1.11 Cultura de células in vitro e semeadura nos scaffolds

Para os testes in vitro, a linha celular fibroblastica murina L929 foi escolhida
e mantida em um ambiente umidificado a 5% de CO2a 37 °C em meio de cultura
DMEM de baixa glicose suplementado com 10% FBS, 1% antibiético-antimicotico
(penicilina - 10.000 unidades. mL™, estreptomicina - 10.000 ug mL™, anfotericina B -
25 pug mL?Y) e bicarbonato de sédio (3,7 gL?) até a confluéncia desejada. Antes da
semeadura das células, os suportes com formato cilindrico foram imersos em etanol

70% por 2 horas, 3 vezes lavados com PBS para garantir condi¢cdes estéreis antes da
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submersdo com meio de cultura de células em placas de 24 pocos para incubacao
durante a noite. No dia seguinte, as células foram separadas dos frascos de cultura
de tecidos com solucgédo de tripsina ap6s uma lavagem com PBS. Foi adicionado meio
de cultura e a suspensao de células foi centrifugada durante 5 min a 300 g. Cada
scaffold foi semeado com 10 células em 20 uL com uma agulha 21G. Os scaffolds
semeados foram incubados a 37 °C com 5% de CO:2 e apenas suplementados com
meio celular quatro horas depois. A avaliagcdo da atividade metabdlica celular foi
realizada em 1, 4, 7, 14 e 21 dias de incubacédo. A analise foi realizada pelo CICECO

— Instituto de Materiais de Aveiro

3.7.1.12 Avaliacao da citocompatibilidade dos scaffolds

A avaliacdo do efeito citotoxico dos materiais desenvolvidos (CEQA/CF20,
CEQB/CF20, CEQA/CF50 e CEQB/CF50) foi obtida com o ensaio de reducdo da
resazurina. O metabolismo celular regular reduz o meio celular. Portanto, quando o
composto de resazurina (incolor, ndo fluorescente) € misturado ao meio celular, ele é
convertido em resofurina devido a atividade metabdlica celular, fornecendo um sinal
colorimétrico e fluorescente que pode ser detectado. Na presenca de células viaveis,
uma mudanca de cor ou fluorescéncia ocorrera indicando a proliferacdo celular. Em
intervalos pré-determinados, a solucdo Alamar foi diluida em meio de cultura celular
(1:10) e adicionada a cada esponja semeada (6 repeticbes de 4 condi¢des, 3
experimentos independentes) em placas de 48 pocos por 6 horas a 37 °C, 5% de COo..
Em seguida, 100 pL de cada meio colorido foram transferidos em triplicata para uma
placa preta de 96 pocos com fundo transparente para leitura de fluorescéncia
(excitagdo: 540£35, emissao: 600+40 nm) usando SynergyTM HTX. Exceto para o
altimo ponto de tempo, os scaffolds foram lavados com PBS antes de retornar as
condi¢des de cultura anteriores. Apos 21 dias em cultura, os materiais semeados
foram corados por 30 min a 37 °C com 1 mg mL* de uma solucdo de PBS com
calceina-AM (1:500), iodeto de propidio (1:1000) e Hoechst (1:1000) para permitir a
visualizacdo do nucleo vivo/morto/celular. A observacédo e aquisicdo de imagens de
fatias finas de cada esponja marcada com fluorescéncia foi realizada usando Zeiss
Axio Imager 2 (50x) e Zeiss ZEN 2.6. software, também usado para analise. O
GraphPad Prism 8 foi usado para apresentar e analisar os dados da atividade

metabdlica, embora nenhuma significancia estatistica tenha sido detectada (ANOVA
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de duas vias, * p < 0,05). A analise foi realizada pelo CICECO - Instituto de Materiais

de Aveiro

3.7.1.13 Avaliacao do potencial antibacteriano in vitro

As linhagens bacterianas utilizadas nos testes sdo provenientes da colecao
de culturas estoques, armazenadas em freezer a -80 °C, mantidas no Laboratorio de
Microbiologia do Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia — BIOTEC
da Universidade Federal do Delta do Parnaiba.

As amostras dos polimeros em p6 foram diluidas em agua estéril a uma
concentracdo de 8 mg/mL para realizacéo do teste de concentracao inibitéria minima
(CIM). Os scaffolds foram testados apés exposicao a luz UV por 30 minutos em cabine
de seguranca biologica nivel Il, para esterilizagdo dos mesmos.

A andlise do potencial antibacteriano pelo método de microdiluicdo em
caldo é o teste recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015)
para obtencdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja, a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel. O teste foi realizado em
microplacas de 96 pocos, em triplicata e em cabine de seguranca biolégica nivel Il.

Para a realizacdo dos experimentos, as cepa foram previamente semeadas
em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton (Kasvi), sendo essas, incubadas em
estufa bacteriolégica por 18-24 horas a uma temperatura de 352 °C, em condi¢cfes
aerobicas.

ApOs esse tempo, colonias isoladas foram coletadas com alca
bacteriol6gica estéril e suspensas em solucdo salina estéril [NaCl 0,85% (p/v)], até
gue se obtivesse uma absorbancia variando entre 0,08 e 0,13 sob um comprimento
de onda de 625 nm, o que corresponde a 0,5 na escala de McFarland
(aproximadamente 1-2 x 108 unidades formadoras de col6nias mL* — UFC mL™Y). A
partir dessa suspensdo as bactérias foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton
(Difco™) para realizacéo de inéculo padronizado (concentracdo de 5 x 10° UFC mL"
1). Em seguida, realizou-se o teste para determinacédo da CIM dos materiais, onde as
bactérias supracitadas foram expostas a uma diluicdo seriada de razdo 2 dos
polimeros testados (CEQA, CEQB e CF20) com concentracdes variando de 4 a 0,125
mg mL? por 24 horas a 35+2 °C, em condicGes aerdbicas. Concomitantes ao teste
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foram incubados os controles de esterilidade do meio e das substancias e o controle
de crescimento das bactérias.

A avaliacéo do potencial antibacteriano dos scaffolds foi realizada por meio
do ensaio de contagem de unidades formadoras de colonias bacterianas —UFC (Li,
Yuanhong et al., 2020). Brevemente, os scaffolds (CEQA/CF20 e CEQB/CF20) foram
imersos em 1mL de suspensdo bacteriana (5 x 10° UFC mL%) e incubados
rotineiramente a 35 + 2 °C. 1 mL de suspensao bacteriana sem scaffolds serviu como
controle. ApGs o periodo de incubacao (24 horas), a suspensao bacteriana foi diluida
em solucdo salina estéril [NaCl 0,85% (m/v)] e entdo inoculada em placas de agar
Mueller-Hinton. As placas inoculadas foram incubadas e, ap6s 24 horas, as UFC foram
contadas. A atividade de inibicdo foi apresentada como a perda de viabilidade em
relacdo ao controle, de acordo com a equacéo: perda de viabilidade = (UFCcontrole -
UFCamostra/UFCcontrole) x 100. A atividade antibacteriana absoluta foi apresentada
como a proliferacdo de bactérias em comparacdo com as UFC em 0 hora (taxa de
proliferacdo = UFCamostra/UFCOh). Os valores sao apresentados como a média +
erro padrao da média. Para analisar a diferenca significativa entre as médias de perda
de viabilidade (%) utilizou-se o teste T, enquanto a significancia da taxa de proliferacéo
das bactérias tratadas em relacéo ao controle (bactérias néo tratadas) foi avaliada por
meio da analise de variancia, ANOVA de uma via com pos-teste de Dunnet. Foi
admitido um p < 0,05 para dados estatisticamente significativos. O programa
GraphPad Prism 8.0.1 foi utilizado para as andlises estatisticas. Os ensaios foram
realizados pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia — BIOTEC da

Universidade Federal do Delta do Parnaiba — Piaui — Brasil.

3.7.1.14 Andlise do efeito antibacteriano do scaffold CEQB/CF20 por microscopia
de forca atomica (MFA)

A avaliagéo do efeito antibacteriano do scaffold foi realizada por meio do
contato direto com o meio inoculado com Staphylococcus epidermidis (Li, Yuanhong
et al., 2020). Brevemente, o scaffold (CEQB/CF20) foi imerso em 1mL de suspenséo
bacteriana (5x10° UFC mL) e incubado rotineiramente a 35+2 °C. 1 mL de suspensao
bacteriana sem o scaffold serviu como controle. Apés o periodo de incubacgéao (24
horas), procedimentos semelhantes aos de Araujo et al., (2015) foram utilizados para

a realizacdo da andlise.
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O microscopio utilizado para a analise foi o TT-AFM (AFM Workshop -
EUA), no modo de contato intermitente, usando pontas TAP300-G10 (TED PELLA,
INC.) com uma frequéncia de ressonancia de 237,21 kHz. As imagens obtidas foram
tratadas utilizando o programa Gwyddion 2.54. Mdltiplas areas de cada amostra foram
examinadas com o proposito de verificar a média de tamanho, rugosidade média de
bactérias tratadas e nédo tratadas, utilizando o programa Gwyddion 2.54. Para a
andlise estatistica dos resultados obtidos foi utilizado o programa GraphPad Prism
7.01., para obter a média de tamanho e rugosidade média de membrana das cepas
foi aplicado o “teste t". Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante e os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Os ensaios foram realizados pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e
Biotecnologia — BIOTEC da Universidade Federal do Delta do Parnaiba — Piaui —

Brasil.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Galactomanana e derivados oxidados

4.1.1 Rendimento do isolamento da galactomanana da Cassia fistula

O rendimento da extragéo da galactomanana da Cassia fistula foi calculado
considerando a massa inicial das sementes secas e a massa de galactomanana
obtida apo6s o processo de extracdo. O valor médio de 4 extracdes foi de 26,5%=0,6.
No presente estudo, a presenca de galactomanana, 26,5%, foi relatada como superior
a concentracdo de polissacarideos encontrada por Jamir et al., (2019), 24% para
Delonix elata e Lavudi; Kottapalli; Goycoolea (2018) 21% para Dichrostachys cinerea.
O processo de extracdo utilizado para as sementes de GCF pode ser considerado
como eficiente. O percentual encontrado foi semelhante ao da maioria das sementes
da familia Caesalpiniaceae, tais como: as espécies de Cassia grandis; Mimosa sp.;
Crotalaria juncea; Prosopis juliflora entre outras que produzem em termos de
galactomanana, sollvel a temperatura ambiente, entre 25 a 30% (Buckeridge et al.,
1995).

4.1.2 Determinacdo do grau de oxidacdo das amostras dos derivados
oxidados

Apos a oxidagédo com periodato a solucéo final foi dialisada e liofilizada e o
grau de oxidacdo real foi determinado pelo método da titulacdo de cloridrato de
hidroxilamina para confirmar e quantificar o teor de aldeido. A Figura 9 mostra a
evolucdo do pH das solucdes tituladas. E possivel observar que a curva para a
amostra que contém GCF n&o apresenta um padrao de titulagdo, ou seja, ndo é
observado ponto de equivaléncia, ocorre apenas um aumento do pH mediante a
adicdo de hidroxido de sddio. Diferentemente, as outras curvas apresentam ponto de
equivaléncia. A medida que o grau de oxidacdo aumenta ocorre um aumento do
consumo de hidréxido de sodio durante a titulagdo, confirmando assim que ocorreu
uma maior liberacdo de acido cloridrico durante a reacdo entre o cloridrato de

hidroxilamina e o polissacarideo oxidado (Figura 10).
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Figura 9 - Curvas de Titulagdo com NaOH, para GCF; CF10; CF20; CF50 e CF80

dissolvidos em cloridrato de hidroxilamina.
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Pode-se observar que, a medida que o grau de oxidacao tedrico aumenta,

ocorre uma maior divergéncia em relacéo ao grau de oxidacao real (Tabela 2). Isso

pode ser explicado pela formacdo de hemiacetais, o que diminui a quantidade de

aglomerados de aldeidos disponiveis. Outro fator importante € que com o aumento do
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grau de oxidac&o, maior sera a rigidez da cadeia e menor sera a sua solubilidade, o
gue também diminui a quantidade de grupos aldeidos disponiveis para rea¢cdo com a
hidroxilamina, diminuindo assim o grau de oxidacao real (Yu, Danmi et al., 2007).

Como o aumento do grau de oxidacdo hd um aumento dos grupos
carbonilas que interagem com os grupos hidroxila formando hemiacetais, diminui a
solubilidade em meio aquoso, a baixa solubilidade interfere no rendimento em massa
da reacdo de oxidagéo, pois é realizada uma filtracéo antes da liofilizacdo da solucao
oxidada.

Tabela 2 - Reacao de oxidacdo com NalO4

Amostra  Grau de oxidagdo Grau de oxidagao Rendimento da
tedrico (%) experimental (%) oxidac&o mi/mi
(%)
GCF 0 0 0
CF10 10 9,0+0,3 90,0+ 3,0
CF20 20 18,0+ 0,9 84,078
CF50 50 41,0+ 0,6 82,0+5,0
CF80 80 72,004 75,034

mi= massa inicial, antes da reacdo de oxidacao

mf=massa final, obtida apos a reacdo de oxidacao

Fonte: Dados da pesquisa

4.1.3 Estimativa da distribuicdo da massa molar por GPC

De acordo com a Tabela 3, a massa molar de pico (Mpk) diminui com o
aumento do grau de oxidagdo, o que pode ser justificado devido a abertura da
estrutura do anel de piranose, ocorrendo assim a degradacdo do polissacarideo
durante a reacdo de oxidagdo. Resultados semelhantes foram observados para
derivados oxidados da goma do cajueiro e alginato de sodio (Gomez; Rinaudo; Villar,
2007; Resmi et al., 2020). Também €é observada uma diminuicdo na massa molar da
ordem de 102 da GCF para os graus de oxidacdo 10; 20; 50 e 80% (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribuicdo da massa molar da GCF e derivados oxidados.

Amostra Mw (g mol?) Mp (g mol™?)
GCF 2,34 x 10° 1,84 x 108
CF10 2,18 x 104 5,20 x 104
CF20 1,57 x 104 4,80 x 104
CF50 6,80 x 10° 1,64 x 10*
CF80 2,80 x 10° 1,29 x 103

Fonte: Dados da pesquisa

Esta alta reducdo da massa molar indica uma possivel hidrolise devido a
formacéo de acido férmico durante a reacdo. A unidade de galactose apresenta trés
grupos de hidroxila vicinais, estas estdo passiveis a dupla oxidacéo. A dupla oxidacao
em uma unidade glicosidica favorece a liberagdo do carbono C3 como acido férmico.
Isso é confirmado pela diminuicdo do pH da reacéo durante a reacao de oxidacdo
(Figura 11). Através do gréfico foi possivel observar ainda a estabilizacdo do pH ap6s
o periodo de 5 horas. Resultados semelhantes foram relatados por Maia et al., (2005),
que, além da variacédo do pH, também utilizou a RMN de 'H para monitorar a liberacédo

de acido féormico.
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Figura 11 - Variacdo do pH (liberacdo de acido férmico) em relacdo ao tempo da
reacao de oxidacdo da GCF com periodato (a). Reacéo de oxidacdo com liberacao de

acido formico (b)
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4.1.4 Espectroscopia de Absorcado no Infravermelho

A Figura 12 mostra os espectros de infravermelho da galactomanana

isolada da Cassia fistula (GCF) e de seus derivados oxidados.

Figura 12 - Espectro na regido do infravermelho para GCF e derivados oxidados

(GCF, CF10, CF20, CF50 e CF80) e a expanséo ao lado mostrando a regido de grupo

carbonil.
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O espectro mostra uma banda larga em 3418 cm™, que esta associada ao

estiramento O-H de hidroxilas ligadas a anéis de piranose e agua adsorvida, vibragdes

simétricas e assimétricas de C-H em 2893 e 2924 cm?, respectivamente. O espectro
mostrou bandas do grupo C-O (1150 cm), C-O-C (1027 cm) e C-OH (1074 cm™Y),
indicando anéis de piranose. As bandas em 874 e 811 cm™ referem-se a deformacéo

anomérica de B-D-manopiranosidica e a-D-galactopiranosidica, respectivamente, o
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gue indica a estrutura de uma galactomanana (Figueiro et al., 2004; Lavudi; Kottapalli;
Goycoolea, 2018; Li et al., 2018; Rodriguez-Canto et al., 2019).

As principais bandas referentes a galactomanana estdo presentes em
todos os derivados oxidados. No entanto, é dificil ver qualquer sinal referente aos
grupos aldeido na amostra CF10. Nos espectros do CF20; CF50 e CF80, um pequeno
ombro aparece na regido aproximada de 1720 cm™l. Este sinal refere-se ao
estiramento do grupo carbonil (C=0) correspondente ao grupo aldeido. Isso confirma
a oxidagdo das amostras. A baixa intensidade do sinal em 1720 cm pode ser
atribuida a formacéo de hemiacetais ou hidratos intramoleculares e intermoleculares
0 que tornam os grupos aldeido de dificil visualizacdo no infravermelho (Sakakibara
et al., 2016; Siller et al., 2015). Além do pequeno sinal em 1720 cm™ outro indicativo
dareacdo de oxidacéo é a diminuicdo da intensidade da banda em 1074 cm-! referente
ao estiramento C-OH, sugerindo que a reacdo modificou esta ligacdo (Zhang, Liru et
al., 2019).

4.1.5 Analise de Ressonéancia Magnética Nuclear

Os espectros de *H RMN (Figura 13) das amostras oxidadas mostram o
aparecimento de novos sinais na regido anomeérica. A razdo Man/Gal determinada
aumenta de 3,11 ppm da amostra original de GCF para 3,16 ppm e 5,6 ppm nas
amostras oxidadas 10% e 20%, respectivamente. Esse aumento indica que a
oxidacédo ocorre preferencialmente nas unidades de galactose, que estdo nas
cadeias laterais (Gomez; Rinaudo; Villar, 2007). Um novo pico de baixa intensidade
pode ser observado em 9,35 ppm (CF20) e 8,6 ppm (CF10), indicando a presenca
de grupamento livre de aldeido (-CHO). No entanto, a baixa intensidade
apresentada é devida a formacdo de grupos hemiacetais ou aldeido hidratado
(Maia et al., 2005; Sakakibara et al., 2016).
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Figura 13 - Espectro de 'H RMN da GCF e seus derivados oxidados CF10 e CF20
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Fonte: Dados da pesquisa

Os espectros H-13C HSQC CF10 e CF20 (Figura 14) mostram uma
mudanca progressiva com o aumento do grau de oxidacdo. O aparecimento de
Novos picos na regido anomérica 4,8-5,2 ppm indicados pelos numeros 5’; 7°; 8’;
9’; 10’; 11’; e 12’, (estes sinais estdo representados nas estruturas da Figura 16)
também sugerem a formacéo de estruturas hemiacetalicas e hemialdais (Maciel et
al., 2019; Sirvio et al., 2014). O espectro também mostra o surgimento de novos
picos a 5,6 ppm que se correlacionam com carbonos a 97 e 105 ppm, 0 que seria

bastante consistente com a estrutura hemiacetalica intramolecular (Figura 16D).



Figura 14 - Espectro 'H-3C HSQC CF10 (A) e CF20 (B)
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O espectro 'H-3C HMBC CF10 (Figura 15) mostra sinais muito
semelhantes a estrutura da galactomanana quimicamente nao modificada,
diferindo apenas alguns sinais, dentre eles um a 5,64/82,1 (*H/*3C) consistente com
a estrutura da Figura 16D. O espectro *H-13C HSQC (Figura 14A e 14B) confirma
ainda a presenca dessas estruturas hemiacetalicas com o aparecimento de sinais
de 13C na regido de 90 a 105 ppm, caracteristicos das estruturas ciclicas de

carbono. Isso confirma a modificacdo quimica do material (Maia et al., 2005).

Figura 15 - Espectro 'H-3C HMBC de CF10 a 70°C
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Figura 16 - Possiveis estruturas da galactomanana apos a oxidacao (A); Galactose
oxidada (B); Dupla oxidacdo da galactose (C); hemiacetal intra-residual (D) e (F);
Aldeido hidratados (F) e hemialdal (G).
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Fonte: Baseado em Maciel et al. (2019)
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4.2 Quitosana e seus derivados carboxietilados

4.2.1 Espectroscopia de Absorcado no Infravermelho

A Figura 17 mostra os espectros de infravermelho para quitosana e seus
derivados carboxietilados. O espectro para a quitosana apresentou bandas
caracteristicas. A faixa de 3307-3416 cm foi atribuida as vibragbes de estiramento
de NH e OH, sobrepostas. A banda em 2866 e 2914 cm pode ser atribuida ao
estiramento axial simétrico e assimétrico de C-H, respectivamente. A banda
observada em 1654 cm™ esta relacionada a deformacéo simétrica do grupo amida |
(C=0) e deformacédo angular de grupo amino (N-H), a banda em 1585 cm se
relaciona a deformacdo assimétrica da amida Il (N-H). A banda em 1379 cm? é
referente ao estiramento da ligacdo C-N. Ja as bandas em 1028, 1076 e 1154 cm™
podem ser atribuidas as vibragcdes de estiramento de C-O-C, C-OH e C-O,
respectivamente. Estes sinais confirmam a presenca de anéis piranosidicos na
estrutura. Comparando-se com a quitosana, novas bandas em 1562 e 1408 cm
podem ser observadas, ap0s a carboxietilacdo, em CEQA e CEQB. Essas bandas sao
caracteristicas de vibracdo de estiramento de grupos carboxilatos assimétricos e
simétricos (- COO), respectivamente, além da diminuicdo da intensidade em 1654
cm?t, referente ao grupamento amino (N-H), confirmando a reacdo de
carboxietilagdo. Ao compararmos os espectros de CEQA e CEQB é possivel observar
que a banda em 1562 cm™ em CEQA apresenta uma maior intensidade, relativa ao
acido acrilico foi incorporado em maior quantidade nesta amostra, (Huang et al.,
2016).
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Figura 17 - Espectro na regido do infravermelho da quitosana e derivados

carboxietilados na forma de sal de sodio (Quitosana, CEQB e CEQA.)
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4.2.2 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear

A Figura 18 mostra a estrutura da quitosana modificada e os espectros de
'H RMN para quitosana e seus derivados carboxietilados CEQA e CEQB. A quitosana
apresentou sinais caracteristico em 2,06 ppm, referentes a prétons de CHs do grupo
acetil da unidade de N-acetil D-glucosamina (GIcCNHCOCHs3), sinal em 3,24 ppm
referente ao préton ligado ao carbono 2 da unidade de D-glucosamina (H-2, GIcNH2),
os sinais em 3,45 - 3,96 ppm se referem aos protons ligados aos carbonos nas
posicdes 3, 4, 5 e 6 das unidades de D-glucosamina acetilada e desacetilada. Na
regido de anomérico, observa-se a presenca de sinais em 4,62 e 4,91 ppm referentes
aos prétons H-1" e H-1 das unidades de D-glucosamina acetilada e desacetilada,
respectivamente (Tang et al., 2016). As amostras de CEQA e CEQB apresentaram os
mesmos sinais presentes na quitosana, com acréscimos de alguns sinais tais como
em 2,93 ppm referente ao proton de CHz da unidade de N-carboxietil D-glucosamina
(H, CH2COOH da GIcNHR), 3,32 ppm referente ao proton ligado ao carbono 2’ da
unidade de glucosamina carboxietilada (H-2, GIcNHR) e sinal em 5,06 ppm referente
ao anomérico H-1’ da N-carboxietil D-glucosamina. Para o espectro de CEQA é
possivel observar um pequeno sinal em 3,06 ppm (indicado por Hz» na Figura 18) e
em 5,19 ppm (indicado por H-1* na Figura 19) que mostra a possibilidade de dupla
enxertia de grupos carboxietil a unidades de D-glucosamina. Esses sinais seriam
referentes ao proton de CH: da unidade dissubstituida de N-(2-carboxietil) D-
glucosamina (H, CH2COOH da GIcNHR2) e ao préton anomérico dessa mesma
unidade, respectivamente (Skorik et al., 2003; Tang et al., 2016). Com o aparecimento
desses novos sinais se comprova a eficiéncia da enxertia de grupos carboxietil a

cadeia da quitosana, comprovando assim a eficiéncia da reacao.
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Figura 18 - (1) Estrutura da carboxietil quitosana unidade acetilada (a), unidade
monocarboxietilada (b), unidade com dupla enxertia (c), unidade D-glucosamina

(d). (11) Espectro de 'H RMN para quitosana purificada (QP) e derivados CEQA e
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4.2.3 Determinacédo da viscosidade intrinseca, massa molar viscosimétrica
média, grau de desacetilacdo da quitosana e grau de substituicdo dos
derivados carboxietilados

As propriedades fisicas e quimicas da quitosana em solucdo sao
dependentes de: massa molar, grau de desacetilacéo, forca ibnica, pH e temperatura.
Normalmente, com o aumento da temperatura, a viscosidade diminue (Sorlier; Viton,
& Domard, 2002). A massa molar da quitosana pode ser determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou viscosimetria. Esta Ultima é o método mais
simples e rapido. A viscosidade intrinseca foi determinada pela equacédo de Huggins
relacionando a viscosidade reduzida com a concentracdo. A constante de Huggins
esta relacionada com as interagGes entre polimero-polimero e polimeros-solventes.
Experimentalmente bons solventes apresentam valores de Ku menores que 0,5. Os
resultados experimentais indicam ainda que uma alta afinidade entre polimero e
solvente, atribuindo boa solvatacao, estaria relacionado a valores de Ku entre 0,25 a
0,50 (Costa et al., 2015). Valores maiores que 1,0 podem ser atribuidos a associacdes
intermoleculares. O valor da Kn encontrado para quitosana purificada foi de 0,44, o
gue indica que essa amostra de quitosana apresentou boa interacdo com o solvente
utilizado. O valor da viscosidade intrinseca encontrado foi de 11,03 dL g, a partir da
viscosidade intrinseca utilizando a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada foi possivel
calcular a massa molar viscosimétrica, o valor encontrado foi de 1,35 x 106 g mol?,
esse valor esta de acordo para massas molares de quitosana que variam entre 10% a
108 g.mol* (Kubota; Eguchi, 1997).

O grau de desacetilacdo encontrado pela analise elementar para a amostra
de quitosana foi 77,5%, concordante com o valor encontrado pela analise de RMN
(78%). Quitosana comercial apresenta valores médios do grau de desacetilacdo entre
de 70 e 95% (Kubota; Eguchi, 1997). Os valores de grau de substituicdo (GS) das
amostras carboxietiladas obtidas a partir das andlises de RMN foram de 53% para
CEQA, valor proximo ao encontrado por Qu et al. (2017) utilizando a mesma razéo
molar 4:1 (mol de acido acrilico: mol de nitrogénio da quitosana), e 34% para amostra
CEQB, valor muito préximo encontrado por Pestov et al. (2011), utilizando a mesma
razdo molar de 1:1 (mol de &cido acrilico: mol de nitrogénio da quitosana). Durante a

reacao pode ocorrer a possibilidade de dupla enxertia de grupamentos carboxietil em
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substituicdo aos hidrogénios ligados ao nitrogénio da D-glucosamina, o que de fato

ocorreu como foi observado no espectro de *H RMN.

4.2.4 Solubilidade da quitosana e seus derivados e reagdo de formacao dos
hidrogéis

A quitosana foi modificada quimicamente com a introducdo de grupos
carboxietil, o que torna solivel em meio aquoso. A reacao de adi¢cao de Michael entre
quitosana e &cido acrilico é regioseletiva para o grupo amino da quitosana, que € um
nucledfilo mais forte que os grupos hidroxilas presentes na estrutura. A reacéo ocorre
sem a necessidade de adi¢do de acidos ou bases, e ndo forma produtos secundarios,
além da agua (Privar et al., 2020). A introducdo de grupamentos carboxietil torna a
quitosana soluvel em solucbes aquosas neutras ou em solugdes basicas. Como é
possivel observar nas Figuras 20 e 21, os derivados obtidos neste estudo (CEQA e
CEQB) apresentaram-se soluveis em diferentes pHs (1 — 14), ja a quitosana foi soltvel
apenas em pH abaixo de 5,5, como ja era esperado. A solubiliza¢do da quitosana se
deve a protonacdo dos grupamentos aminos primarios (-NHz2). Quanto maior a
quantidade destes grupos, maior a repulséo eletrostatica entre as cadeias e maior a
solvatacdo em agua. Ja a carboxietilquitosana, que apresenta grupos NHz e -COOH,
em valores baixos de pH ambos estdo protonados, NHs* e -COOH. Entre 5,5-6,5 a
amina esta protonada e o grupo carboxilico na forma de carboxilato o que resulta em
um aumento da sua solubilidade. Acima de 6,5, ambos estdo desprotonados, o efeito
da maior solubilidade se deve ao grupo carboxilato (Figura 19). A presenca desses
ions em diferentes valores de pH torna o derivado solivel em uma ampla faixa de pH
(Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020; Sashiwa et al., 2003a)



Figura 19 — Variacao da carboxietilquitosana em diferentes valores de pH
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Com o aumento da solubilidade em ampla faixa de pH (1-14), além de sua
biocompatibilidade, ndo toxicidade e atividade antibacteriana, a quitosana se torna
uma excelente candidata na preparacdo de materiais para aplicacdes biomédica.
Comparando com outros métodos existentes na literatura, a modificagdo com &acido
acrilico é considerada menos danosa ao meio ambiente, pois dispensa a utilizacéo
de solventes organicos (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020; Li, Yongsan et al., 2017; Liu,
Jia et al., 2016)

Figura 20 — Solubilidade das amostras de CEQB e quitosana purificada em diferentes

pH, a 25 °C e concentracdo de 2% m/v.
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Figura 21 - Aparéncia macroscoépica das solu¢des de CEQA e CEQB comparadas a

da quitosana ndo modificada (todas na concentracdo de 2,0% m/v).
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Fonte: elaborada pela autora

Os hidrogéis deste estudo foram preparados em meio aquoso de acordo

com o esquema mostrado na Figura 22.
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Figura 22 - Esquema ilustrando a formacdo do hidrogel de carboxietilquitosana e
galactomanana oxidada.
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4.2.5 Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho dos scaffolds

Os espectros da Figura 23A mostram o scaffold que apresenta a menor
guantidade de pontos de reticulacdo e seus precursores (CEQA/CF10; CF10 e
CEQA). Na Figura 23B sao mostrados os espectros para o scaffold com mais
pontos possiveis de reticulacdo e seus precursores (CEQB/CF50; CF50 e CEQB).
E possivel observar o desaparecimento da banda em 1720 cm™ no espectro de
CF10 e CF50, referente a vibracdo de estiramento do grupo carbonil (C=0).
Comparando-se CEQA e CEQB com CEQA/CF10 e CEQB/CF50, observa-se um
estreitamento da banda em 3416 cm! (Figura 23A) e em 3408 cm! (Figura 23B)
referente ao alongamento das vibragcdes de N-H indicando a possibilidade de
reacdo destes grupos para formacdo da base de Schiff. Os espectros dos géis
formados com CEQA e CEQB, Figura 23C e 23D, mostram uma diminuicdo das
bandas referentes aos grupos aminos (1640 cm™), com o aumento do grau de
oxidacao, o que sugere a formacao da base de Schiff e que a reacéo é favorecida

com o aumento do grau de oxidacdo da GCF.
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Figura 23 - Espectro na regido do infravermelho dos scaffolds e seus percussores
(CEQA, CF10 e CEQA/CF10) -(A); (CEQB, CF50 e CEQB/CF50)-(B); (CEQA/CF10,
CEQA/CF20, CEQA/CF50)-(C) e (CEQB/CF10, CEQB/CF20, CEQB/CF50)-(D).
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4.2.6 Tempo de Geleificacédo

O tempo de geleificacdo € um dos parametros importantes para a
caracterizacao dos sistemas de hidrogel, tanto para correlacionar as modificacées na
estrutura com as propriedades quanto para direcionar as possiveis aplicacdes para
esses materiais. Na Figura 24A é possivel observar a formacéo do hidrogel durante o
movimento da barra magnética, na Figura 24B observa-se a formacgéo do hidrogel pela
inversao de tubo. Os tempos de geleificacdo das amostras estdo resumidos na Tabela
4.

Tabela 4 - Tempo de geleificacdo dos hidrogéis, preparados com diferentes graus
de oxidacado e volumes iguais do derivado oxidado e de CEQ a 37 °C.

CEQA/CF1 CEQA/CF2 CEQA/CF5 CEQB/CF1 CEQB/CF2 CEQB/CF5
Amostra 0 0 0 0 0 0

Tempo (s) 188+21 63,7+x25 487+x15 182=+1,7 595+21 37,0%0,7

Inversao de tubo

Tempo (s) Barra
) 167 +£0,1 654+03 570+04 110+15 428+05 29,0+0,3
Magnética

Tempo (s)
120+ 1,5 61,2+13 --- 137 +2,3
Redmetro®

a= O tempo de geleificacao é considerado quando o valor G'’=G” no ensaio reoldgico.

--- = nao foi possivel visualizar o tempo de geleificacdo.
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Figura 24 - Formacao do hidrogel CEQB/CF50 pelo método da barra magnética (A)

e pelo método da inverséo de tubo (B) ambas a 37 °C.

Fonte: elaborada pelo autor

Observa-se que o tempo de geleificacdo € dependente da formulagédo de
cada hidrogel. A medida que o grau de oxidacdo da GCF aumenta e o grau de
substituicdo da quitosana (CEQ) diminui, os géis se formam em menor tempo,
variando de 33 a 158s. Isso pode ser explicado pelo aumento de grupos aldeidos e
de aminas livres, permitindo o aumento da reticulacédo através da formacao da base
de Schiff, reduzindo assim o tempo de formacao do hidrogel. Resultado semelhante
foi obtido para o hidrogel formado com alginato oxidado 45%/carboxietilquitosana que
apresentou tempo de geleificagdo por reometria de 47s (CHEN et al.,2017), e para
carboxietilquitosana (DS 35%)/dextrana oxidada (grau de oxidacao de 47%) o valor

encontrado por Cao, Bai, Wang, Ren, & Ma, (2021) para carboxietilquitosana na razéo
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de 1:1 com tempo de geleificacdo de 35 segundos medido pelo método da inverséo
de tubo.

4.2.7 Analise Reolbgica

As propriedades viscoelastica dos hidrogéis, médulo de armazenamento
(G’) que representa a medida de resisténcia a deformacéao elastica e modulo de perda
(G”), que € uma medida de resisténcia ao fluxo de liquido, foram plotadas em funcéo
do tempo a 37 °C (Figura 25).

Para a solucdo de CEQB/CF (Figura 25A), observa-se que G” € maior ao
longo de todo intervalo de tempo, ou seja, a amostra apresenta caracteristica de um
liquido viscoso. A GCF in natura ndo apresenta grupos aldeido para que ocorra a
formacéo de ligacdes covalentes com a carboxietilquitosana, o que mostra que néo
ha interacdes tao efetivas entre os polissacarideos que possa ocorrer a formacéo do
hidrogel. No entanto, quando se realiza a mesma medida com o polissacarideo
oxidado (Figura 25B e 25D), observa-se o crescimento dos valores dos modulos G’ e
G”. O aumento dos valores de G’ é proporcional ao grau de oxidacdo. Quanto maior o
grau de oxidacao maior o valor do médulo de armazenamento (G’) e a transi¢ao sol-
gel acontece em um tempo menor. As amostras CEQB/CF50 e CEQB/CF20 formam
géis mais rigidos que os géis de CEQA/CF50 e CEQA/CF20. Esse comportamento
pode ser explicado mais uma vez pelo aumento de pontos de reticulacéo ao longo das
cadeias do hidrogel. O mesmo comportamento foi revelado nas Figura 25C, quando
se comparam os diferentes CEQ. Quanto menos modificada a CEQ, mais grupos
amino livres poderao interagir com o polissacarideo oxidado de modo que os géis
exibem médulo de armazenamento maior (G’), consequentemente géis mais rigidos.

A andlise foi repetida 24 horas apo0s o inicio da reticulagéo (Figura 25D), é
possivel observar o aumento nos valores de mddulo elastico (G’) que variaram entre
25 e 0,5 kPa para as amostras com maior e menor grau de oxidacao,
respectivamente. Isso demonstra que a reagao continua ocorrendo neste periodo.
Resultados semelhantes foram encontrados para hidrogéis formados por dextrana
oxidada e quitina quartenizada (Xu; Zhang; Cai, 2019). Os valores de G’ apresentados
se assemelham aos valores relatados para tecidos moles que variam de 0,1 kPa a 1
MPa (Liu, Juan et al., 2015).
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Figura 25 - Variagdo do modulo de armazenamento (G’) e do médulo de perda (G”)
para CEQB/CF (A); para os hidrogéis CEQB/CF50; CEQA/CF50; CEQA/CF20;

CEQB/CF20; CEQA/CF10 e CEQB/CF10 (B e C); Variagdo do modulo de
armazenamento (G') para os hidrogéis CEQB/CF50; CEQA/CF50; CEQA/CF20 e

CEQB/CF20 a 37 °C (D).
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As analises reoldgicas foram realizadas variando os volumes do derivado
oxidado (2% m/v) e CEQ (2% m/v) nas razbes de 1:1; 1:4 e 4:1 (v/v) (Figura 26A e
26B). Os resultados mostram que o hidrogel com maior carater elastico é aquele
formado por quantidades equivalentes (v/v) do derivado oxidado e CEQ. Isso pode ser
explicado pela razao molar, que é cerca de 1:1. Obtendo-se assim um hidrogel com
menor tempo de geleificagdo e maior médulo de armazenamento (G’). A partir desta
andlise, a razdo de 1:1 (v/v) foi escolhida para os demais experimentos.

Quando o comportamento reoldgico € avaliado em funcdo da concentracéo
das solucdes de polissacarideos (Figura 26C) observa-se que, a medida que a
concentracdo aumenta o valor de G’ também aumenta, porém com o aumento da
concentragdo, tanto os CEQ quanto os derivados oxidados, diminuem sua
solubilidade, dificultando assim a mistura das duas solu¢gbes para formagcao do
hidrogel. Dentre as amostras estudadas, as solu¢des de concentracdo 2% m/v foi a
gue apresentou melhor solubilidade e um valor alto pelo médulo de armazenamento,
sendo essa escolhida para os demais testes.

A Figura 26D apresenta o efeito da temperatura na geleificacdo. Observa-
se que, a medida que a temperatura aumenta mais forte é o gel formado, ou seja,
apresenta maior valor de G’. Provavelmente, isso se deve ao aumento do movimento
molecular, aumentando probabilidade de colisdo entre moléculas, facilitando as
interagcbes moleculares para formagdo da base de Schiff entre a CFO e CEQ.
Resultados similares foram encontrados para hidrogéis formados a partir de dextrana
oxidada/N-carboxietilquitosana e dextrana oxidada/quitina quartenizada (Weng; Chen,;
Chen, 2007; Xu; Zhang; Cai, 2019).
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Figura 26- Variagdo do médulo de armazenamento (G’) em fungao do tempo para os
hidrogéis CEQB/CF50 (A) e CEQA/CF50 (B) em diferentes propor¢des. Variacdo do
modulo de armazenamento (G’) do tempo para o hidrogel CEQ50/CF50 variando a
concentragéo das solugdes (C). Modulo de armazenamento (G’) em fungédo do tempo
para CEQB/CF50 (2%) (proporcao de 1:1) a diferentes temperaturas (D).
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4.2.8 Analise de intumescimento

O grau de intumescimento é um parametro importante, pois se relaciona
com a eficiéncia da transferéncia de oxigénio e nutrientes nos scaffolds quando
aplicados na regeneracdo de tecidos. Observa-se que os hidrogéis apresentaram
comportamento semelhante quanto a capacidade de intumescimento (Figura 27).
Todos apresentam intumescimento praticamente constante durante o intervalo de

tempo analisado.

Figura 27 - Intumescimento dos scaffolds (CECA/CF10; CECA/CF20; CECA/CF50;
CECB/CF10; CECB/CF20 e CECB/CF50) em solucdo tampéao de PBS (0,1 mol L; pH

7,4) a temperatura ambiente (26x2 °C) por um periodo de 2 horas Intumescimento dos

scaffolds.
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A taxa de intumescimento aumenta rapidamente e, em seguida atinge o
equilibrio em menos de 1 hora. Todos os scaffolds apresentaram alta capacidade de
intumescimento que variaram de 12,95+0,17 para CEQA/CF10 a 32,07+£3,0 para
CEQB/CF50. A andlise é relevante, pois permite avaliar o comportamento do material

em meio aquoso. A quantidade e o perfil do intumescimento dos hidrogéis influenciam
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as propriedades dos scaffolds, como permeabilidade a agua, difusdo de solutos, taxa
de degradacdo entre outros. Portanto, o conhecimento das caracteristicas de
intumescéncia dos hidrogéis € muito importante para aplicacdes da engenharia de
tecidos (Sivashankari; Prabaharan, 2020).

O scaffold que apresentou maior taxa de intumescimento foi o CEQB/CF50,
formado a partir da galactomanana com o maior grau de oxidacao. Esse resultado é
oposto ao que normalmente é observado nos hidrogéis, pois de uma maneira geral o
aumento do grau de reticulacdo entre os polimeros origina uma rede mais densa e
menos permedavel. No entanto, os dados de porosidade e tamanho de poro mostram
0 aumento da porosidade e tamanho de poro para a combinacdo CEQB/CF50, o que
justifica maior intumescimento. Resultado semelhante foi observado para scaffolds de
carboxietilquitosana e goma do cajueiro oxidada (Carlos et al.,2021) e para hidrogéis
de goma arabica com colageno (Rekulapally et al., 2021). Uma explicacéo para esses
dados é que com o aumento das ligacdes cruzadas entre os grupos dialdeido e os
grupos amina do CEQ, a rede se torne mais ordenada ao longo de todo o gel,
aumentando a interconectividade entre 0s poros, e consequentemente, absorvendo

maior quantidade de liquidos (Cai, Kaiyong et al., 2007).

4.2.9 Microscopia Eletronica de Varredura, porosidade e tamanho de poros

Porosidade é definida como a porcentagem de espacos vazios em um
sélido (Karageorgiou; Kaplan, 2005). A porosidade é um parametro importante na
engenharia de tecido, pois é através dos poros que ocorre a proliferacéao celular, aléem
do transporte de nutrientes e metabdlitos. A Figura 28 mostra o resultado da
porosidade dos scaffolds CEQA/CF10, CEQA/CF20, CEQA/CF50, CEQB/CF10,
CEQB/CF20 e CEQB/CF50. Através da analise, foi possivel observar que, a medida
gue se aumenta o grau de oxidacado maior sera a porosidade do material. O scaffolds
mais poroso foi o CEQB/CF50 apresentando porosidade em torno de 76%, enquanto
CEQA/CF10 apresentou somente 9% de porosidade. Assim como no intumescimento
a porosidade foi proporcional ao grau de oxidagao e quantidades maiores de aminas
livres. Rekulapally et al., (2021) também encontraram resultados semelhantes para

goma arabica oxidada e colageno.
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Figura 28 - Porosidade e tamanho de poros dos scaffolds (A) CEQB/CF10;
CEQB/CF20; CEQB/CF50 e (B) CEQA/CF10; CEQA/CF20; CEQA/CF50
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As microestruturas dos scaffolds foram avaliadas por analise de MEV. As
imagens foram tiradas de um corte transversal de cada uma das amostras. As
imagens (Figura 29 e 30) mostram que os scaffolds apresentam uma estrutura
tridimensional em rede porosa e irregular, variando o diametro dos poros em média
de 55125 ym (CEQA/CF10) a 204+142 uym para CEQB/CF50 (Figura 28). Outro fator
importante utilizado na caracterizacdo de uma estrutura porosa é a distribuicdo do
tamanho dos poros, pois & um dos fatores que influenciam diretamente no crescimento
do tecido. A heterogeneidade dos scaffolds pode influenciar seu desempenho, porque
poros menores auxiliam no transporte de nutrientes, ja os maiores promovem a
migracao celular, além da incorporagdo de vasos sanguineos (Rasoulianboroujeni et
al., 2018). Os histogramas da distribuicdo de tamanho, equipados com funcdes de

distribuicdo normal (Figura 31), fornecem uma visdo precisa sobre os tamanhos
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meédios e a dispersdo dos tamanhos dos poros. Pode-se ver que os diametros meédios
dos poros aumentam significativamente, além de uma maior heterogeneidade, com o
aumento do grau de oxidagao.

Figura 29 - Microscopia Eletronica de Varredura das amostras CEQA/CF10;
CEQA/CF20; CEQA/CF50. A linha | mostra as imagens com magnificacdo em 500x e
a linha Il em 200x.

0 CEQAJ/CF50

-

Figura 30 - Microscopia Eletronica de Varredura das amostras CEQB/CF10;
CEQB/CF20; CEQB/CF50 dos scaffolds. A coluna | mostra as imagens com

magnificacdo em 500x e a coluna Il em 200x.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 31- Histogramas das curvas de distribuicdo dos tamanhos de poros dos

scaffolds.
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Para o desenvolvimento celular em uma matrix, cada tecido requer uma
distribuicdo de tamanho de poro especifica. A distribuicdo do tamanho de poros e as
interconexdes entre eles variam em funcdo do tamanho das células e das
propriedades mecanicas requeridas do local do implante (Sarazin; Roy; Favis, 2004).
Para angiogénese, por exemplo, o tamanho de poros relatado para desenvolvimento
de células endoteliais e formacédo de vasos sanguineos devem seracima de 5 a 300
Mm (Hozumi et al., 2018). Para o crescimento de fibroblastos e hepatécito, os
tamanhos de poros préximos a 20 um seriam necessarios. Ja para a regeneracao da
pele, o tamanho de poros seria entre 50-150 um e na faixa entre 100-150 pm seriam
0s ideais para regeneracao 0ssea. Além disso, foi relatado que um tamanho de poro
de 5 a 150 ym seria adequado para desenvolvimento de células hospedeiras (Hozumi
et al., 2018). Para o desenvolvimento de tecido 6sseo nao vascularizado, o tamanho
adequado seria maior que 300 um (Karageorgiou; Kaplan, 2005). Com base nessas
informacdes, os scaffolds obtidos neste trabalho poderiam ser utilizados em diversas
finalidades, jA& que é possivel obter tamanhos de poros relativamente controlados

variando-se as propor¢des dos materiais utilizados.
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4.2.10 Analise Mecanica

As propriedades mecénicas dos biomateriais sdo importantes, pois se
relacionam com o desenvolvimento de materiais que devem mimetizar a matriz
extracelular para manter a proliferacédo, migracao e diferenciacao celular. Os scaffolds
devem possuir resisténcia mecanica suficiente para suportar a carga biomecanica e
fornecer suporte temporéario para as células (Xu; Zhang; Cai, 2019). Na Figura 32
encontra-se a imagem do corpo de prova no inicio do ensaio de compressao do

scaffold intumescido em tampé&o PBS (0,1 mol L1; pH 7,4).

Figura 32- Teste de compressao do scaffold (CEQA/CF20) intumescido em tampao
PBS (0,1 mol L%; pH 7,4). Ensaio realizado a 37 °C.

Fonte: elaborada pela autora

Conforme ilustrado na Figura 33, o scaffold CEQB/CF50 apresentou maior
resisténcia a deformacdo em relagdo as demais amostras. Essa rigidez diz respeito
ao aumento do grau de oxidacdo. Consequentemente o aumento do numero
reticulacbes induz a um aprimoramento nas propriedades mecanicas, apresentando
maiores valores de E’' quando comparado aos scaffolds com menores graus de
oxidacdo. O aumento de grupos aldeidicos provocou um aumento no efeito do
comportamento tensdo-deformacdo e modulo de compressdo, mostrando que 0s
grupamentos interagiram eficientemente com a matriz conferindo-lhes uma estrutura
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mais rigida (Yu, Feng et al., 2014). Como é possivel observar na Figura 33C os valores
de moddulos de compressao (E’) passaram de 5,5 kPa para os scaffolds de
CEQAJ/CF10 chegando a 8,3 kPa para os scaffolds de CEQB/CF50. Esse aumento &
atribuido ao maior grau de reticulacao incorporado pelos grupos amino e carbonilicos
presentes. De acordo com Barnes; Przybyla; Weaver, (2017), com esses valores de
modulos de compressédo, os scaffolds apresentados neste trabalho poderiam ser
utilizados para o desenvolvimento celular de tecidos moles, ja que os valores de E’
para tecidos do corpo humano variam de E' < 4x10? Pa para tecidos moles como
pulméo e cérebro; E' >10* Pa para tecidos intermediarios como musculos e E’ > 10°

Pa para tecidos mais rigidos como dentes.

Figura 33. Curva de tensdo-deformacédo (A e B) e mddulo de compressédo (C) dos
scaffolds liofilizados e intumescidos em tamp&o PBS (0,1 mol L%; pH 7,4), experimento

realizado a 37 °C
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4.2.11 Teste de degradacéo

Para utilizacdo de scaffolds, um dos principais requisitos é que esse
material seja biodegradavel e com taxa de degradacao controlavel, pois a medida que
0 novo tecido comeca a se formar € necessario que haja espaco para o crescimento,
proliferacéo e migracdo. O scaffold ideal deve degradar-se a medida que o novo tecido
é formado, pois a remodelacdo do novo tecido sera interferida pela degradacédo do
mesmo (Chang et al., 2017). Na cicatrizacdo de feridas, por exemplo, o tempo
necessario para formacdo do novo tecido envolve as etapas de inflamacéo,
proliferacdo e maturacdo que geralmente termina entre 10 a 30 dias (Ramli; Fhong
Soon; Mohd Rus, 2016; Sinno; Prakash, 2013). Portanto, os scaffolds tanto para esta
utilizacdo como para outras devem degradar-se no periodo adequado,

Na Figura 34A e 34B sdo apresentadas as taxas de degradacdo dos
scaffolds preparados. Os géis formados por CEQA/CF10 perderam 65% da massa em
28 dias, ja os formados por CEQB/CF50 perderam apenas 36% de sua massa no
mesmo periodo. Esse fato pode ser explicado pelo grau de reticulacdo, quanto maior
a reticulacdo, maior a possibilidade de formacéo de base de Schiff, o que dificulta a
degradacdo do material. Quanto maior o niumero de ligacfes, maior sera o tempo para
gue ocorra a hidrolise dessas ligacdes. Os scaffolds formados por CEQA se degradam
mais rapido que os formados por CEQB (Yang et al., 2016). Esse comportamento
pode ser justificado pela presenca em CEQA de um maior nimero de grupos
carboxilato que em CEQB, o que o tornard mais solivel em meio aquoso e com pH
acima de 7,0. Dessa forma, é possivel moldar a taxa de degradacdo do material de

acordo com a necessidade do biomaterial a ser utilizado.
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Figura 34 — Curvas de degradacéo in vitro para os scaffolds de CEQA (A) e CEQB

(B), em tampéo PBS (0,1 mol LY; pH 7,4) experimento realizado a 37 °C.
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4.2.12 Analise termogravimétrica

A Figura 35 mostra as curvas de degradacdo térmica das amostras de
quitosana purificada (QP), GCF, CEQA, CEQB e dos scaffolds formados. Todas as
curvas apresentaram 3 eventos térmicos. O primeiro evento ocorre antes de 100 °C e
se refere a perda de umidade dos materiais, além de agua ligada a estrutura dos
materiais. O segundo evento, localizado entre 210 e 309 °C, se referem a perda de
massa dos materiais, onde ocorrem as primeiras cisdes das ligagdes quimicas. Com
o processo de oxidacdo, as galactomananas sofrem degradacdo das cadeias
poliméricas, 0 que reduz sua massa molar. Por essa razdo, os geéis obtidos dos
derivados oxidados apresentam menores temperaturas de degradacdo. Quando
comparados a QP com CEQA e CEQB, os derivados carboxietilados sdo menos
estaveis termicamente devido a presenca de grupos carboxietil. Esses grupos
impedem a formacao de ligacdes de hidrogénio inter e intramolecular devido ao
impedimento estérico (Ibrahim; Mostafa; Kandile, 2020). No final do segundo evento
0s géis perderam em torno de 75% de sua massa. O terceiro evento (420 °C - 600 °C)
esta relacionado a matéria organica mais resistente a degradacédo, deslocando a
degradacdo do material para temperaturas mais altas. A quantidade de material
degradado nesta etapa foi de 22% para QP; 11% para GCF; 15% para CEQA e entre
20 e 22% para os scaffolds.
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Figura 35— Curvas de analises termogravimétricas (A e C) e DTG (B e C) das amostras

QP; GCF; CEQA; CEQB e os scaffolds, realizados em atmosfera de ar sintético.
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4.2.13 Citotoxicidade da galactomanana da Cassia fistula

A galactomanana da Cassia fistula ndo reduziu significativamente a
viabilidade das células em até 500 ug mL* pelo método MTT (Figura 36), diminuindo-
a em 16% na concentracdo maxima testada de 1000 ug mL* e apresentando assim
um CC50 > 1000 pg mL*. Esse baixo valor de citotoxicidade em células esta de acordo
com os ja relatados para outras galactomananas nativas extraidas das sementes da
leguminosa Dimorphandra gardneriana (Moura Neto et al., 2014) com CC50 > 1000
ug mL%, de Mimosa scabrella (Chrestani et al., 2009) com um CC50 > 645 ug mL™* ou
de Leucaena leucocephala (Gemin et al., 2010) com um CC50 > 2500 pg mL™2.

Levando em consideracdo que as atividades biolégicas relatadas para a
Cassia fistula como a atividade antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico de suas
flores (Bhalodia; Nariya; Shukla, 2011) foram observadas em concentracdes abaixo
de 39 pug ml?, valores muito abaixo de CC50. Os valores de EC50 reforcam uma

possivel baixa toxicidade se testados in vivo.

Figura 36— Avaliacao da citotoxicidade da galactomanana da Cassia fistula em células
apos 72 horas de incubacéo a 37 °C e 5% de CO2 pelo ensaio de MTT. Controle: sem
tratamento com polissacarideo. As barras representam as médias, com as linhas

verticais indicando os desvios padrao, n=3,* P <0,01
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4.2.14 Viabilidade Celular

A citotoxicidade € o ponto crucial da engenharia de tecidos. Os biomateriais
produzidos devem proporcionar o desenvolvimento celular. Inicialmente, os testes de
viabilidade celular foram realizados nos materiais precursores CEQA, CEQB, CF20 e
CF50, a fim de avaliar sua citotoxicidade. Os resultados apresentados na Figura 37
mostram que os dois derivados carboxietilados ndo sdo citotéxicos permitindo um
desenvolvimento celular superior a 90%. Em relacdo aos derivados oxidados a
amostra CF20 também apresentou uma viabilidade celular maior que 90%. Ja a
amostra de CF50 apresentou valores médio de 63,5%, a reducéo da viabilidade se
deve a uma maior quantidade de grupos aldeido livres reativos gerados durante o
processo de oxidacdo. Esses grupos aldeido podem ter se ligado as proteinas através
de grupos funcionais como as aminas primarias, que sao encontradas na membrana
celular do sistema biologico. Essa ligacdo causa danos a membrana celular. A
reducdo da massa molar é outro fator que afeta a viabilidade celular, pois quanto
menor a cadeia, menor sera a quantidade de grupos hidroxila disponiveis para
interagir com os grupos aldeido, tornando-os livres. Resultados semelhantes foram
encontrados por (Muhammad et al., 2020).

Figura 37 — Desenvolvimento celular para as amostras CEQA, CEQB, CF20 e CF50.
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A linhagem celular L929 foi utilizada para testar a capacidade de
proliferacdo celular nos scaffolds (CEQA/CF20, CEQA/CF50, CEQB/CF20 e
CEQBJ/CF50). Os ensaios foram realizados por um periodo de 20 dias nos scaffolds
que apresentaram menores tempos de geleificacdo, maiores valores de médulo de
elasticidade e maiores valores de modulo de compressao. Os scaffolds CEQA/CF10
e CEQBCF10 apresentaram-se como hidrogéis pouco resistente, sendo descartado
deste teste. A atividade metabolica celular das células semeadas nos scaffolds
tridimensionais mostrou um comportamento estavel ao longo dos 20 dias para os
scaffolds que continham em sua formulacdo a CF20, indicando a fixacdo e o
crescimento de células. Ja os scaffolds com a CF50 apresentaram uma queda no
desenvolvimento com um posterior aumento no vigésimo dia, o0 que demonstra que 0s
scaffolds utilizados ndo apresentaram toxicidade. Além disso, a formulagdo com
menor grau de oxidacdo (CF20) apresentou atividade metabdlica significativamente
maior logo apés a semeadura das células, quando comparada aos scaffolds
CEQA/CF50 e CEQB/CF50. Isso pode estar relacionado com um maior
aprisionamento celular ou eficiéncia de adesao, o que pode estar relacionado as suas

propriedades fisico-quimicas ou arquiteténicas (Figura 38).
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Figura 38 — Proliferacdo das células L929 nos scaffolds CEQA/CF20; CEQB/CF20;
CEQA/CF50 e CEQB/CF50. As colunas representam os resultados para os dias 1, 4,
7,14 e 21.
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A avaliacdo microscoépica da viabilidade celular permitiu observar que, para
todos os scaffolds, as células permaneceram viaveis em toda a profundidade dos
scaffolds, ap6s o periodo de 20 dias (Figura 39). A analise geral do perfil de atividade
metabdlica e viabilidade celular nos scaffolds indicaram que as formula¢des dos

biomateriais estudadas nao sao citotoxicas.

Figura 39 - Ensaio de live/dead: imagens de microscopia de fluorescéncia de células
L929 semeadas dentro dos scaffolds (CEQA/CF20, CEQB/CF20, CEQA/CF50 E
CEQB/CF50) apés 20 dias de incubacgéo. As células vivas sdo coradas com calceina
(verde) e as células mortas sdo marcadas com Pl (vermelho), em azul sdo os nucleos

celulares.
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4.2.15 Avaliacao do potencial antibacteriano in vitro

Para a utilizacdo de scaffolds na regeneracdo da pele, uma das
caracteristicas importantes é a propriedade bactericida do material. Biomateriais
poliméricos naturais tém mostrado maior resisténcia a infec¢do bacteriana do que
biomateriais sintéticos (Brennan EP, Reing J, Chew D, Myers-Irvin JM, Young EJ,
2006). Os polimeros testados ndo apresentaram atividade inibitéria (> 99%) frente
aos micro-organismos testados, nas concentracfes utilizadas. Portanto, ndo foi
possivel determinar Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de cada substancia
(Tabela 5). Os scaffolds mostraram um forte efeito inibitério contra as cepas Gram-
positivas testadas, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 e Staphylococcus aureus ATCC 43300, que sédo patégenos
oportunistas causadores de varias infecgcbes, como abscesso, miocardite,
pneumonia, entre outras (Shivaee et al.,, 2021). No entanto, ndo apresentaram
atividade bactericida contra bactérias Gram-negativas, neste caso Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. A diferenca pode ser explicada pelo fato de essas cepas
apresentarem uma estrutura de parede celular bacteriana mais complexa do que as
Gram-positivas, dificultando a acdo antibacteriana dos scaffolds (Park; Chong,
2020). Os valores médios de perda de viabilidade bacteriana sdo mostrados nas
Figuras 40 e 41. A maior suscetibilidade de bactérias Gram-positivas corrobora os
achados de Ibrahim, et al. 2020, que estudou o efeito antibacteriano da
carboxietilquitosana e demonstrou uma melhora no efeito bactericida em
comparacdo a quitosana ndo modificada. Esse efeito foi atribuido aos grupos
carregados negativamente (anions carboxilato) e positivamente carregados (cations

amonio), grupos também presentes nos polimeros aqui estudados.



Tabela 5—- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).
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Bactérias

CEQA (mg mL™)

CEQB (mg mL™?)

CF20(mg mL™)

S. epidermidis ATCC
12228

S. aureus ATCC 29213

S. aureus ATCC 43300 -
MRSA

P. aeruginosa ATCC
27853

>4

>4
>4

>4

>4

>4
>4

>4

>4

>4
>4

>4
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Figura 40- Atividade antibacteriana dos scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20. A, E) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; B, F)
Staphylococcus aureus ATCC 29213; C, G) Staphylococcus aureus ATCC 43300 — MRSA; D, H) Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Significancia estatistica:* p <0,05; **p <0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Auséncia de significancia estatistica: # p>0,05. Os

dados séo apresentados como média £ epm (n = 3). UFC: unidades formadoras de col6nias bacterianas.
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Figura 41- Placas de Petri contendo bactérias ndo tratadas (controle) e bactérias
tratadas com os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20. Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228: A) controle; B) tratada com CEQA/CF20; C) tratada com CEQB/CF20.
Staphylococcus aureus ATCC 29213: D) controle; E) tratada com CEQA/CF20; F)
tratada com CEQB/CF20. Staphylococcus aureus ATCC 43300 — MRSA: G) controle;
H) tratada com CEQA/CF20; I) tratada com CEQB/CF20. Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853: J) controle; K) tratada com CEQA/CF20; L) tratada com CEQB/CF20.

Fonte: Dados da pesquisa
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4.2.16 Analise do efeito antibacteriano do scaffold CEQB/CF20 por

microscopia de for¢ca atomica (MFA)

Apds andlise de MFA do tratamento da bactéria Staphylococcus
epidermidis com o scaffold CEQB/CF20 (Figura 42) foi possivel perceber que tal
tratamento causou severas alteracfes morfolégica nas células bacterianas. As
Figuras 42A e 42C sao referentes ao controle, onde ndo houve tratamento. A
colénia apresenta morfologia padrao do género Staphylococcus, com células bem
definidas, homogéneas e com um tamanho médio de 1212+42 nm. ApoOsS o
tratamento, sua morfologia sofreu alteracfes, relacionadas a forma e tamanho das
células. O tamanho médio apds o tratamento com CEQB/CF20, passou para
1477+121 nm. Além de demonstrar completa desorganizacédo celular, se refletindo

também na medida de rugosidade média.

Na rugosidade média, permite-se verificar possiveis alteracdes na
superficie da célula bacteriana. A medida demonstrou um aumento significativo da
rugosidade na superficie celular, onde o grupo controle (ndo tratado) apresentou
uma rugosidade média de 49,3+4,6 nm e o grupo tratado (CEQB/CF20) passou
para 135,648 nm. O que destaca ainda mais a acdo combinada de quitosana
modificada e polimeros oxidados na composicdo do scaffold. Ambos tém forte
interacdo com compostos da parede celular bacteriana. A partir do desequilibrio
osmotico, ocorrem alteracdes enzimaticas e de transporte seriais, causando danos
irreversiveis e consequente morte celular (Cai, Zhao Sheng et al., 2009; Ibrahim;
Mostafa; Kandile, 2020; Zhu et al., 2017).
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Figura 42- Imagens 3D da bactéria S. epidermidis por MFA. Nao tratada (A e C), tratamento com o scaffold CEQB/CF20 (B e D).

Imagens com resolugéo de 512x512 pixels. Graficos de tamanho e rugosidade média em E e F, respectivamente.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 6- Caracterizacao das diferentes propriedades dos hidrogéis de polissacarideos modificados
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PROPRIEDADES

Amostra

CEQAI/CF10
CEQBI/CF10
CEQA/CF20
CEQB/CF20
CEQA/CF50

CEQB/CF50

Tempo de
geleificacéo

(s)

158
143
63
52
50

33

Tamanho
de poros
(pm)

52
65
74
93
149

205

Grau de
intumescimento

(9/9)

13
18
23
23
26

32

Médulo
de perda
(Pa)

60
200
499

1653
876

2333

Médulo
compressivo
(Pa)

5507
5568
6662
6986
7815

8318

Massa
remanescente
ap6s 21 dias
(%)

47
49
61
64
61

64

Viabilida
de
celular

Otima
Otima
Regular

Regular

Perda de
viabilidade
bacteriana

(%).
S.
epidermidis

ATCC 12228

Perda de
viabilidade
bacteriana

(%).
S. aureus
ATCC
29213
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A Tabela 6 resume os resultados das analises obtidas neste trabalho.
ApOs a coleta de todos os dados, € possivel verificar que os scaffolds CEQA/CF20
e CEQB/CF20 foram os que apresentaram os resultados mais promissores para a
preparacdo de biomateriais para engenharia de tecidos. Nesse contexto, 0s
scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20 poderiam ser utilizados, por exemplo, na
restauracdo de pele, pois possuem porosidade adequada (50-150 mm), valores
adequados de modulo de compressao e excelente viabilidade celular. Apresentam
ainda, atividade antibacteriana superior a 90%, para as bactérias Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 que faz parte da nossa flora presente na nossa pele. No
entanto, sdo patdgenos oportunistas que causam graves infeccées (Shivaee et al.,
2021). Assim esses scaffolds se apresentam como grandes aliados no combate a
infec¢gOes bacterianas de pele.
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5 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel produzir scaffolds de galactomanana
oxidada e carboxietilquitosana em meio aquoso e sem a necessidade de reticulantes.
A reacdo de processou pela formacédo de base de Schiff. Estes biomateriais foram
preparados com diferentes composicdes (CEQA/CF10; CEQA/CF20; CEQA/CF50;
CEQB/CF10; CEQB/CF20; CEQB/CF50). As analises mecanicas e reoldgicas
demonstraram que independentemente da técnica utilizada, os scaffolds
apresentaram o mesmo comportamento em relacdo aos modulos de armazenamento
e compressdo. O aumento do grau de oxidacado da galactomanana e o menor grau de
modificacdo da quitosana alteraram as interacbes, aumentando as propriedades
elasticas dos géis. As andlises de microscopia revelaram a estrutura altamente porosa
e interligada, além de uma ampla distribuicdo de tamanho de poros, fatores esses
relevantes para a migracao de nutrientes e crescimento celular. O tamanho de poros
€ proporcional ao grau de oxidacao, variando entre 20 e 400 um. Estes valores estdo
dentro da faixa normalmente utilizada para aplicacdes na regeneracéo de tecido. Os
suportes ndo apresentam toxicidade, mas o scaffold CEQA/CF20 e CEQB/CF20 se
mostraram os mais biocompativeis. Os ensaios de imersdo em PBS permitiram avaliar
o processo de degradacdo in vitro, os resultados mostraram que os scaffolds com o
maior grau de oxidacao se degradam mais lentamente em PBS e perde apenas 36%
de sua massa em 28 dias, ja os scaffolds com os menores graus de oxidacao perde
cerca de 65% no mesmo periodo. Estes hidrogéis sédo de particular interesse visto que
podem ser obtidos a partir de biopolimeros biodegradaveis e biocompativeis e
apresentam propriedades tais como boa capacidade de intumescimento, alta
porosidade, ndo citotoxicos e boa capacidade bactericida. Essas propriedades
indicam que os scaffolds CEQA/CF20 e CEQB/CF20 apresentam-se como bons

candidatos a utilizagc&o na restauracdo de tecidos.
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