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RESUMO

Todos os anos muitos pacientes sofrem a perda ou a insuficiéncia de um érgao ou
tecido como resultado de acidentes ou doencas. Muitos estudos tém sido
desenvolvidos para o reparo desses 6rgaos ou tecidos, utilizando conhecimentos
da area de Engenharia de Tecidos. Esta se utiliza de suportes porosos (scaffolds)
como ambiente para crescimento de células e tecidos. Suportes porosos de
gelatina tém sido produzidos para a regeneragao de cartilagem e tecidos 0sseos.
Hidrogéis de gelatina obtidos sem um agente reticulante dissolvem-se rapidamente
a temperatura do corpo humano e isso limita muito suas aplicagbes. O problema é
que a maioria dos agentes reticulantes € toxico. Polissacarideos oxidados tém sido
investigados como agentes reticulantes muito menos toxicos. Oxidagao de
polissacarideos com periodato de sodio € uma técnica simples que introduz
multiplos grupos funcionais aldeidicos, tornando os polissacarideos capazes de
atuar como um reticulador macromolecular para polimeros contendo grupos amino,
como é o caso da gelatina. A goma do cajueiro (GC) é extraida de arvores do
nordeste brasileiro e foi caracterizada como um heteropolissacarideo contendo -
D-galactose (72-73%), a-D-glucose (11-14%), arabinose (4,6-5%), ramnose (3,2-
4%) e acido glucurénico (4,7-6,3%) em porcentagem de massa. Este trabalho
objetiva a oxidacdo de GC por periodato de sodio para a produgcdo de um
polialdeido (GCO) que ira interagir com Gelatina para a produgao de um hidrogel
de GCO/GE que por seguinte sera liofilizado para a obtengdo de uma estrutura
porosa que sera usada para liberar BSA. Foram realizadas oxidacdes nas
porcentagens de 17, 46 e 71% que foram nomeadas de GCO2, GCO5 e GCO8,
respectivamente. Nos espectros de Infravermelho dos derivados oxidados GCO5 e
GCO8 foi observada a aparicdo de uma nova banda, em relacédo a GC e GCO2, em
1735 cm" atribuida a vibragdo de estiramento da ligagdo C=0 de aldeido, o que
evidencia a oxidagao. No espectro de ressonancia magnética nuclear ocorre o
aparecimento de sinais em § 5,6 e § 5,7 correspondentes a um hemiacetal intra-
residual formado entre um grupo aldeido e grupos hidroxilas vizinhos e também
uma diminuicdo da intensidade do sinal de CHs da ramnose (6 1,3) € um
desdobramento deste sinal, sugerindo que a oxidagdo pode ter acontecido,
também, nesta unidade monossacaridica. Os cromatogramas de GPC para GC e
os derivados oxidados mostram que a massa molar de pico (Mpk) diminui com o
aumento do grau de oxidac&o de GC. Através dos ensaios reologicos foi observado
que com o aumento da temperatura da reagao o tempo de crossover (tempo de gel)
diminui indicando que o gel forma mais rapidamente a temperaturas mais altas. Da
mesma forma comparando-se diferentes graus de oxidagédo, quanto maior o grau
de oxidagao mais rapidamente G’ cruza G”. Suportes porosos a partir de géis de
GCO/GE foram obtidos pelo método de congelamento e secagem por liofilizagao
(freeze-drying). Foram obtidas micrografias da superficie porosa dos suportes e a
média do didmetro de poros observados diminui com o aumento do grau de



oxidagdo de GCO. GCO2/GE com a maior média de 201 + 66 uym seguido de
GCO5/GE150 + 49 ym e GCO8/GE 94 + 22 uym. Em concordancia com o didametro
de poros obtidos por MEV, os géis de GCO2/GE apresentaram a maior média de
porosidade, 53,00 + 0,19% seguido de GCOS5/GE 39,02 £+ 0,39% e GCOS8/GE 21,24
* 2,38% que foi medida pelo método de intrusdo de etanol. O intumescimento para
os suportes de GCO/GE foi GCO2/GE > GCOS5/GE > GCO8/GE. No
acompanhamento da liberagado em dias, os géis que intumesceram mais liberaram
maior quantidade de BSA. GCO2/GE liberou 35,7% e depois dissolveu. GCO8/GE
liberou 82% de BSA até o 13° dia (GCO5/GE nao foi utilizada neste ensaio).

Palavras-chave: Goma do cajueiro oxidada, Gelatina, suportes porosos, scaffolds.



ABSTRACT

Every single year, many patients suffer a loss or a failure in an organ or a tissue,
due to a result of a certain disease or an injury. Many studies have been developing
ways to repair organs or tissues, using the knowledge of Tissue Engineering. This
particular methodology makes the usage of porous supports (scaffolds) as an
environmental structure for the growth in cells and tissues, thus, the Gelatin
scaffolds duly produced, are for the regeneration of cartilage and bone tissues. The
Gelatin hydrogels obtained without a crosslinker would dissolve the temperature
rapidly in the human body and this will greatly limit its applications. The difficulty is
the fact that the crosslinkers are toxic. The oxidized polysaccharides duly
investigated are crosslinkers and less toxic. The Oxidation of the polysaccharides
with sodium periodates is a simple technique, which introduces multiple functional
groups, such as the aldehyde making the polysaccharides capable of acting as a
crosslinker for the macromolecular polymers containing amino groups, as the
gelatin. The cashew gum (CG) is extracted from trees in the northeastern Brazil and
it was characterized as a heteropolysaccharide containing the B-D-galactose (72-
73%), a-D-glucose (11-14%), arabinose (4.6 -5%), rhamnose (3.2 to 4%) and the
glucuronic acid (4.7 to 6.3%) by a mass percentage. This study aims the CG
oxidation through a sodium periodate, in order to produce a polyaldehyde (CGO)
that will interact with the gelatin to produce a hydrogel CGO/GE and be lyophilized
for obtaining a porous structure, which is used to release the BSA, therefore,
oxidations in percentages of 17, 46 and 71%, named CGO2, CGO5 and CGO8 were
implemented. The IR spectra from the following oxidized derivates, CGOS5 and
CGO8, were observed and a different aspect in a new band with reference to the
CG and CGO2 at 1735 cm™' ascribed to the stretching vibration of the C=0 bond in
the aldehydes, which showed the oxidation. This study also shows the nuclear
magnetic resonance spectra appearances of the signals § 5.6 and & 5.7,
corresponding to a residual intra-hemiacetal formed between an aldehyde group
and a neighboring hydroxyl group, as well as a decrease in the signal strength of
the CH3 inside the rhamnose (5 1.3) and the offshoot from this particular signal,
suggesting that an oxidation has occurred. The GPC chromatograms of the CG and
the oxidized derivates, show that the molecular weight peak (Mpk) decreases with
the increasing degrees in oxidation of the CG. Through the rheological tests, we
observed that the increasing reaction in the temperature, decreases the time in the
crossover, thus, indicating that the gel was formed rapidly at higher temperatures.
Likewise, comparing different degrees of oxidation, the greater the degree of
oxidation is, the faster the G' crosses G". Porous gels from the CGO/GE were duly
obtained through the freezing method and drying by lyophilization (freeze-drying).
The micrographs on the surface were obtained from the porous average and the
medium pore diameter decreases with the increase observed in the degree of the
oxidation for the CGO, therefore, the CGO2/GE with the highest average of 201 +
66 mM is followed by the CGOS5/GE 150 + 49 mM and the CGO8/GE 94 + 22



microns. Hence, based in the agreement with the pore diameter obtained by the
SEM, the gels of the CGO2/GE showed the highest average porosity, 53.00 £ 0.19%
CGO5/GE followed by 39.02 + 0.39% and the CGOS8/GE 21.24 + 2.38%. The
swelling for the CGO/GE was CGO2/GE> CGOS5/GE> CGO8/GE. We noticed that
during the days of the swollen gels, a higher amount of the BSA released from the
said gels. The CGO2/GE released 35.7% and then dissolved. The CGO8/GE
released 82% of the BSA until the 13th day.

Keywords: Cashew gum oxidized, Gelatin, scaffolds
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1 INTRODUGAO

Todos os anos muitos pacientes sofrem a perda ou a insuficiéncia de um
orgao ou tecido como resultado de acidentes ou doengas. Muitos estudos tém sido
desenvolvidos para o reparo desses 0rgaos ou tecidos, utilizando conhecimentos
da area de Engenharia de Tecidos. Ao final do ano de 2011, no Brasil, a fila de
espera para transplante de 6rgaos era de 27827 pacientes, o que reforca a
necessidade de estudo nessa area (ABTO, 2012). A Engenharia de Tecidos aplica
os principios e tecnologias das ciéncias da vida para construir um tecido biolégico
e reparar ou reconstruir a estrutura de tecidos e 6rgaos mantendo ou melhorando
sua fungao (WU E COL., 2010). Para criar um tecido substitutivo vivo, um numero
pequeno de células pode idealmente ser colhido do paciente, usando uma técnica
de biopsia, e cultivado em laboratdrio. Estas células podem ser expandidas em um
suporte poroso (scaffold) natural na presengca de fatores de crescimento e
diferenciacdo (HENCH E COL., 2005). Na Engenharia de Tecidos os suportes
porosos tem uma importante fungcao desde que eles promovam o crescimento de
células e tecidos (WU E COL., 2010).

Um suporte poroso ideal deve ser atoxico, biocompativel, possuir
propriedades mecénicas adequadas, taxa de biodegradagdo igual a de
regeneracao do tecido e que os produtos dessa biodegradagado ndo causem efeitos
indesejados ao organismo (WU E COL., 2010).

Suportes porosos de gelatina tém sido produzidos para emprego na
regeneragao de varios tipos de tecidos como, por exemplo, de cartilagem (TAN E
COL., 2009), cartilagem articular (LIEN, KO E HUANG, 2010) e tecidos ésseos na
reconstrugao oral (MIRANDA E COL., 2011).

1.1 GELATINA

Gelatina (GE) é um polimero natural obtido pela hidrélise parcial do colageno
e é comumente utilizada para aplicacdes farmacéuticas e biomédicas por causa de
sua biodegradabilidade e biocompatibilidade em meio fisiologico (SAKAI E COL.,
2009). O colageno e a gelatina contém sequéncias de (Gli-X-Y)n, em que n é
aproximadamente 330 e X e Y, aproximadamente 30%, sado Prolina e

Hidroxiprolina, o restante sao unidades de outros aminoacidos (PRYSTUPA E
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DONALD, 1996). As estruturas dos principais aminoacidos podem ser vistas na

Figura 1.
Figura 1 - Estrutura dos principais aminoacidos da gelatina o
@) ° N
\)L H § OH
HoN o OH
HO
Glicina Prolina Hidroxiprolina

Fonte: Wikipédia - Aminoacidos, 2012.

A unidade fundamental do colageno é chamada de tropocolageno, formada
de trés moléculas polipeptidicas, arranjadas em forma de hélice (SEGTNAN E
ISAKSSON, 2004). O colageno apresenta propriedades que dao resisténcia e/ou
elasticidade as estruturas em que ocorre, tem composi¢ao molecular relativamente
simples e é insoluvel em agua devido a alta quantidade de aminoacidos
hidrofébicos presentes tanto no interior como na superficie de sua estrutura. A
hélice do colageno € uma estrutura secundaria Unica e caracteristica desta
proteina, ela é orientada a esquerda e formada pela repeticdo da sequéncia
tripeptidica, contendo trés unidades por volta, que interagem por ligacées de
hidrogénio. A sua resisténcia mecanica € aumentada pelo enovelamento helicoidal
de multiplos segmentos em uma tripla-hélice (Figura 2) (estrutura terciaria), similar
a corddes enrolados entre si para formar uma corda mais resistente (LEHNINGER,
NELSON, COX, 2000 E GUO E COL., 2003).

Figura 2 — Tripla hélice de colageno

Fonte: Wikipédia — Colageno, 2012.
A desnaturagéo (perda total da sua estrutura tridimensional) do colageno
para obtenc¢ao da gelatina normalmente é feita a partir do colageno de pele ou osso
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de boi e porco (ROKHADE, PATIL E AMINABHAVI, 2006). O grau de conversao do
colageno em gelatina esta relacionado tanto ao pré-tratamento e processo de
extragdo a quente em agua, quanto ao pH, temperatura e tempo de extragdo. Dois
tipos de gelatina sdo obtidos dependendo do processo de pré-tratamento e séo
conhecidos comercialmente como: gelatina do tipo A, normalmente preparada por
tratamento acido de pele de porco (1 a 2 dias), e o tipo B por tratamento de ossos
ou pele de boi com hidréxido de calcio por 1 a 3 meses. Durante a extragao, ocorre
hidrdlise de asparagina a acido asparaginico (ou aspartico) e de glutamina a acido
glutdmico. Isso ocorre em maior extensdo sob condi¢gbes alcalinas do que em
condigdes acidas. Dessa forma, o conteudo de aminoacidos acidos € maior no tipo
B que no A, resultando em um baixo ponto isoelétrico normalmente pH 4,5 para o
tipo B e pH 7,8 para A (GOMEZ-GUILLEN E COL., 2011 E HARRINGTON E
MORRIS, 2009).

Hidrogéis de gelatina obtidos via geleificagdo termicamente induzida
dissolvem-se rapidamente a temperatura do corpo humano e isso limita muito suas
aplicagbes. Uma variedade de agentes reticulantes como glutaraldeido e
carbodiimidas tem sido investigada para evitar a dissolugdo (LEE E MOONEY,
2001). Suportes porosos de gelatina tém sido produzidos por reticulagdo com
glutaraldeido (WU E COL., 2010), com genipina (LIEN, KO E HUANG, 2010), por
adicdo de quitosana e glutaraldeido (MIRANDA E COL., 2011) e com &acido
hialurbnico reticulado com hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (ZHANG E COL., 2011). No entanto, a toxicidade desses agentes
reticulantes € o maior obstaculo no uso desses hidrogéis como biomateriais.
Reagentes com menor potencial téxico como os mono, di e polissacarideos
oxidados (glucose, frutose, sucrose e dextrana) tém sido investigados como
agentes reticulantes (CORTESI, NASTRUZZI E DAVIS, 1998, DRAYE E COL.,
1998).

1.2 REAGAO DE OXIDAGAO

Oxidacao de polissacarideos com periodato de sédio € uma técnica simples
que introduz multiplos grupos funcionais aldeidicos, tornando os polissacarideos
capazes de atuar como um reticulador macromolecular para polimeros contendo
grupos amino, como € o caso da gelatina (DRAYE E COL., 1998, JIAE COL., 2004).
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Periodato oxida seletivamente as cadeias laterais do polissacarideo, se a
cadeia principal ndo possuir nenhuma hidroxila vicinal. Assim, quando na cadeia
principal as unidades dos monossacarideos sao ligadas (1—3) a oxidagdo com
periodato leva a introdu¢cdo de grupamentos aldeidos nas cadeias laterais, sem
degradagao da cadeia principal. A Figura 3 mostra diferentes padrdes de oxidagao.
Observa-se que a unica unidade ndo-oxidada € a (c) devido as ligagdes glicosidicas

nas posi¢cdes 1 e 3 que ndo apresentam hidroxilas vicinais.

Figura 3 — Padrdes de oxidag&o de polissacarideos ilustrados pela reagdo com a unidade B-D-galp:
(a) dupla oxidagao entre C(2) e C(3) e entre C(3) e C(4), respectivamente com a liberagdo de C(3)
como acido formico, (b) unidades ligadas (1—4) onde a clivagem ocorre entre C(2) e C(3), (c)
unidades ligadas (1—3) que séao resistentes a oxidagdo. Baseado em KRISTIANSEN, POTTHAST
E CHRISTENSEN (2010).

HO o Q >
H —©
TN
+ HCOOH O

Fonte: Adaptado de KRISTIANSEN, POTTHAST E CHRISTENSEN (2010).
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O ion 104 degrada oxidativamente didis vicinais a compostos carbonilados.
A transformacgao ocorre por meio de um éster periodato ciclico, que se decompode
para dar dois grupos carbonila (VOLLHARDT E SCHORE, 2004). A Figura 4 mostra

0 mecanismo de oxidagdo com o ion periodato.

Figura 4 - Mecanismo de quebra de didis vicinais (VOLLHARDT E SCHORE, 2004).
H H H

oH PR /5 ~Lo
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Fonte: VOLLHARDT E SCHORE (2004)

Polissacarideos como a goma do cajueiro (DE PAULA, HEATLEY E BUDD,
1998) e escleroglucana (CHRISTENSEN, AASPRONG E STOKKE, 2001)
apresentam hidroxilas vicinais nas cadeias laterais em suas estruturas. As ligacdes
C(2) — C(3) e C(3) — C(4) do anel de glucose pode ser acessada por oxidagao com
periodato (AALMO E PAINTER, 1981).

Ha a possibilidade de oxidagdo em uma unidade ja oxidada, o que leva a
uma dupla oxidagéo, e € por isso que em muitos casos o grau de oxidagao tedrico
nao € igual ao real (KRISTIANSEN, POTTHAST E CHRISTENSEN, 2010).

A analise do consumo de periodato possibilita a determinagao da extensao

de unidades oxidadas. O controle da estequiometria periodato/polissacarideo pode
produzir materiais com diferentes graus de oxidagao.
A oxidagcado com periodato de s6dio da goma arabica foi proposta recentemente na
preparagao de um carreador de farmaco, o qual interage diretamente com este
através da formacéo da base de Schiff, reagdo entre os grupamentos amino do
farmaco e os grupos aldeido da goma. Diferentes perfis de liberagdo do farmaco
sdo obtidos e podem ser controlados pelo grau de oxidacdo da goma (NISHI E
JAYAKRISHNAN, 2004, NISHI E JAYAKRISHNAN, 2007).
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1.3 HIDROGEIS E A REAGAO DE FORMAGAO DE BASE DE SCHIFF

Hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais capazes de absorver agua
ou fluidos biologicos, sem dissolver, como resultado de uma reticulagao (Peppas e
col., 2000).

Hidrogéis do tipo HPN (hybrid polymeric network — redes poliméricas
hibridas) sao obtidos quando grupos funcionais presentes nos dois polimeros
reagem formando pontos de reticulagcdo sem a necessidade da adicdo de um
agente reticulante como, por exemplo, a formagao de Base de Schiff entre um grupo
amino e um grupo aldeido (Bae e Kim, 1993).

Em contato com aminas, os aldeidos formam hemiaminais, os analogos
nitrogenados dos hemiacetais. Os hemiaminais de aminas primarias perdem agua
facilmente para formar uma ligacdo dupla carbono-nitrogénio. Esta funcdo é
chamada de imina (Base de Schiff) (VOLLHARDT E SCHORE, 2004). A Figura 5

mostra a formag¢ao de uma Base de Schiff a partir de uma amina e um aldeido.

Figura 5 — Formacgao de Base de Schiff a partir de uma amina e um aldeido (VOLLHARDT E
SCHORE, 2004).
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Fonte: VOLLHARDT E SCHORE (2004)

Quando um polissacarideo oxidado, ou seja, aldeido funcionalizado, interage
com gelatina, formam-se hidrogéis com pontos de reticulagao via base de Schiff
(YU E XIAO, 2008). A Figura 6 representa um esquema da interagdo dos grupos

amino de gelatina com os aldeidos de um polissacarideo oxidado.
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Figura 6 — Reticulacao via base de Schiff entre GE e o polissacarideo oxidado (YU E XIAO,
2008).
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Fonte: YU E XIAO (2008)

SCHACHT E COL. (1997) observaram que a velocidade de geleificacéo,
durante a reagao de dextrana dialdeidica (oxidada com periodato de sédio) com
gelatina, depende da massa molar e do grau de oxidagao da dextrana, da natureza
da gelatina e das condi¢des reacionais. A reticulagdo ocorre devido a formacéo da
Base de Schiff na reagao entre o e-amino da lisina ou grupos laterais da hidroxilisina
e os aldeidos disponiveis (Figura 7) (SCHACHT E COL., 1997). O pH do meio
reacional € um dos fatores determinantes, isso pode ser explicado em fungao do
aumento de grupamentos amina n&o protonados na gelatina com o aumento do pH,

o que favorece a formacao da base de Schiff.

Figura 7 — Estrutura dos aminoacidos de gelatina com grupos amino livres para a formagao de Base
de Schiff (SCHACHT E COL., 1997).

Lisina Hidroxilisina

Fonte: o proprio autor
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Recentemente hidrogéis preparados pela interagdo da gelatina com a goma
oxidada Konjac foram testados quanto a capacidade de liberagdo de ketoprofeno
in vitro, e mostrou que a taxa de liberacido pode ser controlada por variagao da
razao goma oxidada/gelatina, o que segundo os autores (YU E XIAO, 2008) oferece
uma nova possibilidade para preparagao de matrizes a base de gelatina, quando
comparadas a preparacao tradicional com aplicagéo de reticulantes de baixa massa
molar. Os hidrogéis de dextrana oxidada com gelatina tém sido investigados como
um curativo para liberagado de fatores de regeneracédo de tecidos (SCHACHT E
COL., 1997; FANG, TAKAHASHI E NISHINARI 2005).

Hidrogel € um material adequado para a manufatura de um suporte poroso,
pois sua estrutura é similar a matriz extracelular de muitos tecidos e pode ainda ser
utilizado para a liberacdo de moléculas bioativas de forma minimamente invasiva
(DRURY E MOONEY, 2003). A obtencdo de um material poroso, necessario para
a produgao do suporte normalmente é feita pelo método de congelamento seguido
por liofilizagdo do hidrogel (freeze-drying) (WHANG, THOMAS E HEALY, 1995).
Hidrogéis de polimeros naturais tém sido produzidos como, por exemplo, de
hidroxiapatita/quitosana-gelatina (HAN E COL., 2010), sulfato de condroitina
(DAWLEE E COL., 2005), esquizofilano (FANG, TAKAHASHI E NISHINARI, 2005)
e de gelatina (WU E COL., 2010).

1.4 METODO DE PREPARAGAO DE UM SUPORTE POROSO POR
SEPARAGAO DE FASES SEGUIDO POR CONGELAMENTO E LIOFILIZAGAO
(FREEZE DRYING)

Muitas técnicas de producido de suportes porosos a partir de biomateriais
tém sido estudadas. Entre elas estdo: fabricacdo de solido em forma livre
(CALVERT, O’KELLY E SOUVIGNIER 1998), moldagem causada por solubilizagao
de particulados (CHEN E BADYLAK, 2001), separagcdao de fases/emulsio
congelada e em seguida liofilizada para manufatura de suportes porosos (WHANG,
THOMAS E HEALY, 1995).

Dentre essas técnicas, uma bastante atrativa é a separacéo de fases. Esta
se baseia no fato de que um sistema homogéneo de multicomponentes como uma
emulsao polimero-agua, pode se tornar termodinamicamente instavel e separar de

acordo com a situagado de mais baixa energia livre. O sistema é entdo congelado
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formando uma fase mais rica em polimero e a outra em solvente. Depois que o
solvente € removido (via liofilizagdo), o espago originalmente ocupado por este se
torna poro, dessa forma um suporte poroso € formado (LIU, XIA E CZERNUSZKA,
2007). Em geral a técnica se utiliza de solventes organicos para criar poros no
interior do suporte, a remogao do solvente se torna um problema e se torna uma
potencial fonte de toxicidade para as células. Um solvente atoxico como a agua
evita 0 uso de solventes toxicos na fabricagcdo de suportes, sendo portanto mais
adequado.

No caso de goma do cajueiro (GC) a reacao € de formagao de uma base de
Schiff entre o grupo amino da GE e o grupo aldeido da goma do cajueiro oxidada
(GCO). Forma-se um hidrogel que é solidificado por congelamento, deixando
moléculas de agua na forma de cristais de gelo no interior da rede polimérica
formada. Quando o hidrogel é liofilizado, os cristais de gelo sublimam formando

uma estrutura de suporte porosa.

1.5 GOMA DO CAJUEIRO

A goma do cajueiro (GC) é um polissacarideo exsudato da arvore cajueiro
(Anarcadium occidentale), que é considerada uma planta de porte alto (6 a 12
metros). Foi utilizada para florestamento e ha registro de uso como arvore
ornamental e para sombreamento. E originaria da América Tropical e suas
exploracdes comerciais restringiram-se a india, Brasil, Mogambique, Quénia e
Tanzéania. O cultivo de caju ocupa uma area de 551842 ha e aproximadamente
98% desta area encontra-se no nordeste, abrangendo os estados do Ceara, Piaui
e Rio Grande do Norte (PESSOA, LEITE E PIMENTEL, 1995).

O principal produto do cajueiro é a sua castanha, mas existe potencial para
a exploragdo da goma exsudada do cajueiro (DE PAULA, HEATLEY E BUDD
1998). A média de producéo de goma/arvore/ano é 700 g (BANDEIRA, 1991), com
um potencial de produgdo anual da goma de até 38 mil toneladas.

O Grupo de Polimeros — UFC tem estudado essa goma desde 1993
(RODRIGUES, DE PAULA E COSTA, 1993). A goma extraida de arvores do
nordeste brasileiro foi caracterizada como um heteropolissacarideo contendo (3-D-
galactose (72-73%), a-D-glucose (11-14%), arabinose (4,6-5%), ramnose (3,2-4%)
e acido glucurdnico (4,7-6,3%) em porcentagem de massa (DE PAULA, HEATLEY
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E BUDD, 1998; DE PAULA E RODRIGUES, 1995). A goma € composta sobretudo
de uma cadeia principal de galactose ligada por C-1 e C-3, com ramificagcdes de
galactose ligada em C-1 e C-6. A glucose pode formar cadeias laterais e a
arabinose, ramnose e acido glucurdnico estao presentes como grupos terminais
(Figura 8) (DE PAULA, HEATLEY, E BUDD, 1998).

Figura 8. (A) Unidades monossacaridicas da composi¢gdo da goma do cajueiro do nordeste. (B)
Representacado da estrutura do polissacarideo extraido do exsudato do cajueiro. (R = ramnose ou
arabinose) (CUNHA E COL. (2007).
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A pesquisa dentro do grupo de polimeros — UFC e colaboragdes com outros
grupos de pesquisa no Brasil permitiram outras propostas de trabalho com a goma
do cajueiro: modificagdo por carboximetilagdo com acido monocloroacético como
agente esterificante (SILVA E COL., 2004) e oxidagao utilizando TEMPO (N-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpipiridina) como agente oxidante (CUNHA E COL., 2007);
copolimerizagdo via enxertia com acrilamida (SILVA, DE PAULA E FEITOSA
(2007); interagdes com quitosana em estudos de cinética de intumescimento
(PAULA, GOMES E DE PAULA, 2002), na liberacao de farmacos (MACIEL E COL.,
2006; MAGALHAES JR E COL., 2009) e de larvicidas (PAULA, DE PAULA E
BEZERRA, 2006), estudo da degradacdo térmica de complexos polieletroliticos
(MACIEL E COL., 2005), estudo da formacao de filmes finos (MACIEL E COL.,
2007), modificagdes na goma do cajueiro e interagdo com gelatina para produgao
de microesferas (MOURA NETO, E.) e preparagao de hidrogéis superabsorventes
para o condicionamento do solo (GUILHERME E COL.,2005; SILVA, 2006).

Devido a sua estrutura, a GC apresenta potencial para preparacdo de um
polialdeido, o qual mantera a estrutura da cadeia principal.

A liberagcdo de substancias através de biomateriais vem sendo bastante
estudada. A albumina sérica bovina (BSA) esta entre estas substancias ja que é

uma molécula bastante estavel e possui um alto peso molecular.

1.6 ALBUMINA SERICA BOVINA (BSA)

A Albumina Sérica Bovina (BSA) (Figura 9) é a proteina mais abundante e
corresponde a 60% no plasma sanguineo, serve como depdsito, assim como
transporte de proteina para numerosos componentes, como cadeia longa de acidos
graxos, ligados por alta afinidade a proteina. A estrutura secundaria da albumina
bovina contém muitos residuos de cistina e estes sao helicoidais em grande parte
da cadeia. Apresenta facil isolamento em grandes quantidades, favorecendo sua
alta estabilidade e solubilidade. E a principal proteina que contribui para a pressao
coloidal osmadtica do sangue e também para o transporte de proteinas para
numerosos compostos enddégenos e exdégenos (TATTINI, PARRA E PITOMBO,
2006).

A maioria das proteinas apresenta absor¢cdo no UV em torno de 280 nm

devido a presenga dos residuos triptofano, tirosina e fenilalanina, que séo
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aminoacidos aromaticos. A BSA apresenta 27 residuos de fenilalanina, 20 de
tirosina e 2 de triptofano (RONGXIN E COL., 2008)

BSA é normalmente utilizada como molécula modelo na cinética de liberagao
de farmacos em hidrogéis, por ser uma molécula estavel e possuir um alto peso
molecular (NADDAF E COL. ,2010).

Figura 9 — Albumina Sérica Bovina (BSA) (estrutura cristalina).

Fonte: Wikipédia — BSA, 2012.

A abordagem desse trabalho esta relacionada com a oxidagao de GC por
periodato de sédio para a produgdo de um polialdeido (Goma do cajueiro oxidada
— GCO) que interage com um polimero abundante em grupos amino, como € o0 caso
da Gelatina, produzindo um hidrogel de GCO/GE que apés liofilizado leva a

obtencao de uma estrutura porosa que € usada para liberar BSA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar suportes porosos a base de géis de gelatina/goma

do cajueiro (Anacardium occidentale) oxidada.

2.2. Objetivos especificos

a)

d)

e)

Modificar a goma do cajueiro (GC) por oxidagdo com periodato de sédio
(NalO4) via quebra oxidativa de didis vicinais em diferentes razdes de

periodato.

Caracterizar os derivados oxidados obtidos por meio de espectroscopia de
absor¢cao na regido do infravermelho (FTIR), ressonéncia magnética

nuclear (RMN) e cromatografia de permeacao em gel (GPC).

Sintetizar suportes porosos a partir de géis de gelatina/goma do cajueiro
oxidada (GE/GCO) com GCO de diferentes graus de oxidagdo aplicando o
meétodo de congelamento seguido por liofilizagao.

Acompanhar o processo de formagao do gel de GE/GCO por reologia

variando a temperatura.

Caracterizar os suportes porosos obtidos por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), ensaio de intumescimento, porosidade por infiltragdo de

etanol.

Realizar a liberacdo de BSA através de suportes porosos de diferentes

graus de oxidacao de GCO.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

O exsudato bruto do cajueiro (Anacardium occidentale) foi fornecido pela
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), Ceara, em 2004. A
goma do cajueiro (GC) foi obtida isolando o exsudato pelo método descrito por
RODRIGUES, DE PAULA E COSTA (1993). A gelatina de pele suina tipo A e Bloom
300 e Soro albumina Bovina (BSA) s&o oriundas da Sigma-Aldrich, periodato de
soédio (NalO4) e todos os outros reagentes da Vetec. Todos os reagentes foram
utilizados como recebidos sem purificagao adicional.

3.2 REAGAO DE OXIDAGAO DA GOMA DO CAJUEIRO COM PERIODATO DE
SODIO (NalOa)

3.2.1 REACAO DE OXIDACAO

Segundo GOMEZ, RINAUDO E VILLAR (2007) com modificagdes goma do
cajueiro isolada foi dissolvida em agua, (3 g/162 g/mol que correspondem a
1,85x102 mol de unidades glicosidicas) e deixada sob agitagdo por 24 h, apos
completa dissolugao, volumes distintos de solugéo de NalO4 0,5 mol/L (7,4, 18,5 e
29,6 mL) foram adicionados lentamente com o objetivo de obter derivados oxidados
de goma do cajueiro nos graus de 20, 50 e 80% nomeados como GCO2, GCOS5 e
GCO8, respectivamente. A mistura reacional foi deixada por 24 h a temperatura
ambiente e no escuro. Ao final desse tempo uma aliquota de 3 mL foi retirada para
determinacdo do grau de oxidagdo e em seguida adicionado etilenoglicol ao
restante da mistura para parar a reagéo.

As solugdes de GCO obtidas foram dialisadas contra agua destilada em
membrana de celulose até que a condutividade da agua de dialise fosse igual a da
agua destilada e posteriormente as solugdes foram liofilizadas. Os dados reacionais

da oxidagao de GC com NalO4 podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dados reacionais da goma do cajueiro com periodato de sodio a temperatura ambiente.

Amostra NalOg4 NalO4 % de unidades rendimento final
adicionado consumido  monossacaridicas da reacao
(mol) (mol) oxidadas (% em massa)
GCO2 3,7x103 3,2x103 17 84 +£1,2
GCO5 9,3x1073 8,5x103 46 84+14
GCO8 1,5x102 1,3x102 71 83+0,6

3.2.2 DETERMINAGAO DO GRAU DE OXIDAGCAO

O grau de oxidac&do da goma do cajueiro foi determinado por espectroscopia
de absorgao na regiao do UV-VIS, como descrito por GOMEZ, RINAUDO E VILLAR
(2007). Utiliza-se um indicador preparado com volumes iguais de solugdes de Ki
20% m/v e amido 1% m/v dissolvidos em tampao fosfato pH=7,4 (0,077 mol/L).
Dilui-se 1,0 mL da solugéo reacional (aliquota), retirada antes da introdugéo de
etilenoglicol, para 100 mL com agua destilada. Dessa retira-se 1,0 mL, mistura-se
com 1,5 mL do indicador e completa-se o volume para 10 mL com agua destilada.

Indicador: I + amido

Indicador + aliquota: 104 + 2I- + 2H" — |03 + 12 +H20

O3 + 51" + 6H* — 3l2 +3H20
2+ 1" — I3
I3~ + amido — [amido-I3] complexo

O complexo formado foi analisado em espectrofotdmetro UV-1800 Shimadzu
em 486 nm. A diferenga entre a quantidade inicial e final de periodato corresponde
a quantidade de grupos hidroxilas transformados em grupamento aldeido (GOMEZ,
RINAUDO E VILLAR, 2007).

A curva padrao do ion periodato foi utilizada para calcular a concentragao de
NalOs ndo consumido durante a oxidagao, solugdes de concentragédo de 1,6x107,
2,0 x107°, 2,4 x10°, 2,8 x10° e 3,1x10° mol/L, foram utilizadas para preparar a
curva padrao, obtendo uma relacao linear, r2 = 0,999 e a equacgéo 1:

ABS =-0,07912 + 2,6x10*x[1047] Equagéo 1
em que ABS é a absorbancia medida em A = 486 nm e [IO47] é a concentragdo do
ion periodato em mol/L.
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3.2.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier foram obtidos
em pastilhas de KBr no espectrofotometro modelo 8300 da Shimadzu entre 400 e
4000 cm™.

3.2.4 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

O espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H (Broad Band) de
solugdes das amostras (~2,5% m/v) em D20 foi obtido em equipamento Bruker
Modelo Avance DRX500, com controle de temperatura, a 70°C.

3.2.5 CROMATOGRAFIA DE PERMEAGAO EM GEL (GPC)

O volume de eluigédo (Ve) foi determinado por cromatografia de permeacéo
em gel (GPC) em cromatégrafo SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de
refragdo RID-6A, coluna PolySep-GCF-P linear 7,8 x 300 mm, com fase mével de
NaNOs 0,1 mol/L, fluxo de 0,5 mL/min e o volume de amostra foi de 50 uL. As
amostras foram preparadas na concentragao de 0,1% m/v e filtradas em membrana
MILLIPORE 0,45 ym. As massas molares foram estimadas pela curva padrao de
pululana que foi obtida com massas molares no intervalo de 5,9 x 10%a 7,8 x 10°

g/mol.
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3.3 PREPARACAO DOS GEIS DE GCO/GE

Foram preparadas solugdes aquosas GCO2, GCO5 e GCO8 na
concentragdo de 5% (m/v) e deixadas sob agitacdo durante 24 h. Solugéo de
gelatina (GE) 5% (m/v) usando tampéo fosfato pH 7,4 como solvente foi preparada
intumescendo primeiramente o sélido por 5 min a temperatura ambiente e, entéo,
levada para agitacdo a 50° C por 30 min. As solugbes de GE e de GCO
permaneceram a 50° C e em seguida foram misturadas pipetando-se 1 mL de GE
sobre 1 mL de GCO em um frasco cilindrico de 2,5 cm de didmetro. Os frascos
foram deixados a temperatura ambiente por 1 h e, em seguida mantidos a —80 °C
em um Ultra freezer da Nuaire por 24 h e por fim a mistura foi liofilizada no frasco

cilindrico.

3.4 CARACTERIZAGAO DOS GEIS DE GCO/GE

3.4.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA — MEV

Os géis secos obtidos foram cobertos com platina e suas superficies foram
observadas em Microscoépio Eletrénico de Varredura XL30 — Phillips.

3.4.2 POROSIDADE

O volume dos géis secos (Vs) foi obtido a partir dos dados de comprimento,
largura e altura medidos com paquimetro digital de 0 a 150 mm - Digital caliper
marca COSA. O volume dos poros Vp foi calculado pelo método de infiltracdo do
etanol (Tan e col., 2009). Os géis secos foram pesados (Ms) e em seguida foram
mergulhados em etanol por 15 min. a temperatura ambiente de 25°C. O sistema foi
mantido por 15 min em dessecador sob pressao reduzida para remover bolhas de
ar. Na sequéncia as superficies foram secas em papel de filtro e os géis pesados
imediatamente (Me). Vp foi definido como (Me — Ms)/pe (equacao 2), em que pe
(0,803 g.mL") representa a densidade do etanol a temperatura ambiente de 25°C.
A porosidade foi calculada de acordo com P = V;p/Vs x 100% (equagao 3) (Tan e
col., 2009).



32

_ (Me—Ms)

Vp e

Equacao 2

P = Z_Z x 100% Equacéao 3

3.4.3 ENSAIOS DE INTUMESCIMENTO

Foram realizados ensaios de intumescimento dos géis em tampao fosfato
pH 7,4 e temperatura ambiente. Os géis secos e pesados (Ms) foram imersos em
solucdo tampéao pH 7,4 e, na primeira hora, foram retirados em intervalos de 20
min, as superficies dos géis intumescidos foram secas com papel de filtro e a sua
massa medida (Mu). Na segunda hora, o intervalo aplicado foi de 30 min e depois
de 60 min até a quinta hora, durante o primeiro dia. O acompanhamento continuou
sendo feito por 14 dias, a cada dia foi realizada uma pesagem. A porcentagem de
intumescimento foi obtida pela equacao 4:

Intumescimento % = [(Mu - Ms)/Ms]x100% Equacéo 4

3.5 ENSAIO DE LIBERAGAO DE BSA

Os géis para liberagdo de BSA foram preparados utilizando o mesmo
procedimento do item 3.3, com a diferengca que BSA foi dissolvido na solucdo de
GE para obter a concentracao de 20 g/L.

Os géis foram imersos em 30 mL de tampéo fosfato pH 7,4 a temperatura
constante de 37 °C sob agitagao de 50 rpm. Aliquotas de 3 mL foram retiradas para
analise em espectrofotobmetro UV-1800 Shimadzu a 280 nm em intervalos de 30
min até as duas primeiras horas, seguido por intervalos de 60 min até a quinta hora
durante o primeiro dia. Durante treze dias foi retirada uma aliquota por dia. A
concentracao de BSA foi encontrada a partir da equacgao 5:

ABS = 0,00977 + 578,793[BSA] Equacéo 5
r =0,999
em que ABS ¢é a absorbancia, [BSA] € a concentragdo de BSA em g/mL e r? o

coeficiente de correlacdo linear.
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3.6 ENSAIOS REOLOGICOS

Os ensaios reoldgicos foram realizados para os géis como descrito no item
3.3. No entanto, os ensaios reoldgicos foram feitos 5 min apds a mistura das
solugdes em redbmeto AR 550 da TA Instruments com geometria cone-placa
(diametro 40 mm) a frequéncia de 6 Pa e 0,1 Hz (dados estes previamente
escolhidos através de testes em rampa de tensao e rampa frequéncia).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGAO DA GOMA DO CAJUEIRO OXIDADA

4.1.1 REACAO DE OXIDACAO

Periodato de sdédio cliva especificamente glicéis vicinais para formar
derivados dialdeidicos. Cada a-glicol consome uma molécula de periodato (MAIA
E COL., 2005; WENG, CHEN E CHEN, 2005; TIZIANI, SUSSICH E CESARO,
2003). Como pode ser visto na Tabela 1 (vide pagina 29), a razdo entre o quanto
foi consumido e o quanto foi adicionado revela que foi consumido 86, 91 e 87 %
para GCO2, GCO5 e GCO8, respectivamente. Os resultados mostram que houve
um aumento do consumo e depois uma diminui¢céo. Foi encontrado para o consumo
de periodato na oxidagao de alginato de sddio que quanto maior a quantidade de
peridato utilizada menor o consumo (GOMEZ, RINAUDO E VILLAR, 2007). O
rendimento final da reacdo foi de 84 + 1%, que é maior quando comparado a
oxidagdo de goma konjac que teve o rendimento de 72% (YU E XIAO, 2008) e
menor quando comparado a oxidagcdo de GC com o reagente TEMPO (N-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpipiridina) que foi de 96% (CUNHA E COL., 2007).

4.1.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
(FTIR)

Os espectros da goma do cajueiro e dos derivados oxidados com periodato
de sédio (GCO) s&o mostrados na Figura 10. O espectro de GC e dos derivados
GCO apresentam bandas muitos similares como a de 3700 a 3000 cm-" (vibragao
de estiramento O-H), em 2900 cm™' (atribuida a vibragao de estiramento simétrico
e assimétrico de C-H), 1415 cm™ (estiramento O-H) e 1200-800 cm(vibragdes de
estiramento C-O e C-C do hexapiranosil). A absorgdo em 1649 cm™ é devida a
vibracdo de O-H de moléculas de agua da umidade do polissacarideo (BUENO,
1990). As bandas em 1150, 1080 e 1030 cm™' s&o referentes ao estiramento de C-
O-C e deformacéao dos grupos O-H das unidades glicosidicas.

Nos espectros dos derivados oxidados GCO5 e GCO8 é observado o
aparecimento de uma nova banda, em relacdo a GC e GCO2, em 1735 cm"’
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atribuida a vibragao de estiramento da ligagdo C=0 de aldeido, o que evidencia a
oxidagao (WU E COL., 2012, FUJISAWA E COL., 2011).

Figura 10 — Espectros de infravermelho de GC e seus derivados oxidados GCO2, GCO5 e GCOS8.
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4.1.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

No espectro de ressonancia magnética nuclear de préton 'H da GC (Figura
11), os sinais em 6 4,87; 6 4,69; e 6 4,5 sao atribuidos a H-1 da galactose (1—3)
segundo DE PAULA, HEATLEY E BUDD (1998). Os sinais de anoméricos da
glucose e ramnose foram observados em & 4,95 e 6 4,81; respectivamente.
Observa-se que os derivados oxidados também apresentam esses sinais, com
apenas uma diferenca de intensidade relativa aos sinais das unidades de galactose

(1—3), o que mostra que a cadeia principal ndo sofre degradagao com a oxidagao.

Os sinais em 6 5,6 e & 5,7 correspondem a um hemiacetal intra-residual
formado entre um grupo aldeido e grupos hidroxilas vizinhos (como exemplificado
na Figura 12). Novos sinais de deslocamento quimico na regido maior que & 5,0
(caracteristicos de prétons anoméricos) foram observados na oxidagao de alginato
de sédio com periodato de sédio (GOMEZ, RINAUDO E VILLAR, 2007). Pode-se
observar no espectro de RMN 'H dos derivados oxidados em relacdo ao de GC,
uma diminuigdo da intensidade do sinal de CHs da ramnose (6 1,3) e um
desdobramento deste sinal, sugerindo que a oxidagdo pode ter acontecido,

também, neste monossacarideo.
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Figura 11 — Espectro de RMN de 'H de GC e dos derivados oxidados
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Figura 12 - Formagédo de um hemiacetal intra-residual baseado em BRUNEEL E SCHACHT (1993).
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4.1.4 CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL (GPC)

A Figura 13 mostra os cromatogramas de GPC para a GC e os derivados
oxidados GCO2, GCO5 e GCO8. Os valores obtidos para o volume de eluigdo Ve €

de massa molar de pico (Mpk) encontram-se na Tabela 2.
Figura 13 — Cromatograma de solu¢des aquosas 0,1% m/v de GC e seus derivados oxidados GCO2,

GCO5 e GCOs.
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Tabela 2 — Caracterizacdo de GC modificada por oxidagdo com NalOa.

Amostra Ve (mL) Mok (g/mol)
GC 10,59 1,98x10%
GCO2 10,61 1,89x104
GCO5 10,71 1,50x104
GCO8 10,87 1,03x104

A massa molar de pico (Mpk) diminui com o aumento do grau de oxidagéo de
GC. Este fato pode ser atribuido a degradagao do polissacarideo, causada pela
oxidagdo que depende diretamente da quantidade de periodato de sodio em
solugdo. Resultados semelhantes foram encontrados para oxidag&o de alginato de
sédio (GOMEZ, RINAUDO E VILLAR, 2007) e de dextrana (MAIA E COL., 2005).
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4.2 CARACTERIZAGAO DE GELATINA E DOS GEIS DE GCO/GE

4.2.1 INFRAVERMELHO DE GELATINA

No espectro de Gelatina as absor¢gdes observadas (Figura 14) foram
comparadas as atribuidas segundo WANG E COL. (2007) e BACHMANN, GOMES
E ZEZELL (2005) para o colageno e resumidas na Tabela 3. MUYONGA, COLE E
DUODU (2004) afirmam que apds a desnaturagdo (gelatina) observa-se uma

reducao na intensidade dos picos das amidas A, |, Il e lll em relagdo ao colageno.

Figura 14 — Espectro de infravermelho de gelatina
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Tabela 3 - Atribuigdes das absorgdes no espectro na regiao do infravermelho.

Regiao Numero de Onda (cm™) Atribuigao

Colageno Gelatina

Amida A 3425 3439 Estiramento N-H, acoplado com LH*
Amida B 2935 2927 Estiramento assimétrico de CH:2
Amida | 1658 1651 Estiramento C=0/ligagdo de H acoplado com

COO-
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Amida Il 1552 1556 Deformacao N-H acoplada com estiramento
C—N
- 1454 1456 Deformagao C-H (CH>)
— 1406 1408 Estiramento COO~
- 1338 1332 Deformagao C-H (CHz)
Amida lll 1281 - 1240 1263 Deformacao N-H acoplada com estiramento
C—N
— 1083 1082 Estiramento C-O
- 568 596 Estiramento do esqueleto

— Nao ha nome comum para regiao espectral.

*LH = Ligag¢ao de hidrogénio

4.2.2 ENSAIOS REOLOGICOS

Com o intuito de verificar a influéncia da oxidagdo de Goma do Cajueiro na
formacao dos géis de GCO/GE, foi realizado um ensaio reolégico com um gel de
Goma do Cajueiro ndo modificada com GE e outro de GCO2/GE. A Figura 15
mostra a variacdo do médulo de armazenamento G’ e do moédulo de perda G” com
o tempo.

Para GC nao modificada observa-se que G” € maior durante todo o intervalo
de 5 h, ou seja, o gel formado € um liquido viscoso. Por outro lado para GCO2/GE
os valores de G’ sdo maiores que G” emt = 110 min e ao final de 5 h forma um gel
bastante firme (para o tratamento logaritmico G’ ndo aparece quando seus valores
sdo negativos). Esse resultado pode ser explicado pela formagao de Base de Schiff
entre os grupos amino de GE e os grupos aldeidicos presentes em GCO e ausentes
em GC.



G'(Pa)

41

Figura 15 — Variagdo de G’ e G” com o tempo para: (a) GC/GE e (b) GCO2/GE.
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A Figura 16 mostra o comportamento da geleificagao de géis GCO/GE a T =
40 °C. De uma maneira geral o médulo de perda G” aumenta junto com o modulo
de armazenamento G’ em todos os ensaios. A posicdo na qual G’ cruza G” é
conhecida como “crossover”. De acordo com a Tabela 4 com o aumento da
temperatura o tempo de “crossover” diminui indicando que o gel é formado mais
rapidamente a temperaturas mais altas. Da mesma forma comparando-se
diferentes graus de oxidagéo, quanto maior o grau de oxidagao mais rapidamente
G’ cruza G”, pois existem mais grupos aldeidicos para formar base de Schiff. Os
valores de Ea, a energia de ativagao, para os géis GCO/GE diminuem com o
aumento do grau de oxidagdo de GCO, indicando que a reagao é mais favoravel

para géis com maior grau de oxidacao de GCO.
Figura 16 — Em (a) comportamento tipico de um processo de geleificagdo de GCO/GE com GCO5
e T =40 °C. (AG’/At) é ainclinagao da reta de G’ sobre o tempo t. Em (b) o tratamento de Arrhenius

da taxa de geleificagao (AG’/At) contra 1/T para géis GCO/GE com diferentes graus de oxidagao.
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Tabela 4 — Tempo de “CROSSOVER” para os sistemas GCO/GE a diferentes temperaturas.

GCO2/GE GCOS5/GE GCO8/GE
Temperatura (°C)
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
37 91,7 14,9 4,7
40 75,4 12,0 0,4
45 40,4 7,2 -*
50 23,0 3,7 -
Ea (kJ.mol") 99,98 71,07 -*

* Para os ensaios acima de 45 °C para GCO8/GE nao foi possivel verificar um
tempo de crossover, pois este acontece muito rapido, antes que o aparelho possa
detectar. Nao foi possivel calcular a Ea para o sistema GCO8/GE seria necessaria
a utilizagdo da geometria placa-paralela, porque os géis sdo muito rigidos.

4.2.3 MORFOLOGIA DOS GEIS DE GCO/GE

Suportes porosos a partir de géis de GCO/GE foram obtidos pelo método de
congelamento e secagem por liofilizagcdo (freeze-drying). Para efeito de
comparagao um gel de gelatina foi preparado nas mesmas condi¢des de GCO/GE,
o qual foi denominado como branco. Fotografias digitais s&o mostradas na Figura
17. A lateral e a superficie inferior tomaram a forma do tubo cilindrico e pode ser
observada a coloracdo amarelada em GCO/GE que é relativa a formacao de Base
de Schiff ja que em géis preparados com somente GE ndo se apresenta esta
coloragdo. O diametro médio dos géis foi de 2,3 cm e altura de 0,3 cm. A Tabela 5
sumariza os raios e alturas médias, os quais foram utilizados para o calculo de

porosidade discutida no item 4.2.4.
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Figura 17 — Fotografias digitais dos géis secos GCO8/GE (a, b, c) e de GE somente (d, e, f): (a) e

(d) superficie superior; (b) e (e) superficie lateral; (c) e (f) superficie inferior.

Tabela 5 — Raio e altura média dos géis secos.

Géis Raio (cm) Altura (cm)
GCO2/GE 1,14 £ 0,011 0,33+0,02
GCO5/GE 1,12 £ 0,019 0,31+ 0,02
GCO8/GE 1,14 £ 0,002 0,30 £ 0,02

A Figura 18 mostra as micrografias MEV dos géis secos de GCO/GE, em
que a estrutura porosa dos géis pode ser claramente observada. Os poros possuem
distribuicdo aleatdria. A média do didmetro de poros (Figura 19) diminui com o
aumento do grau de oxidagao de GCO. GCO2/GE com a maior média de 201 + 66
pum seguido de GCO5/GE150 £ 49 um e GCO8/GE 94 + 22 ym. Comportamento
semelhante em que mais pontos de reticulagdo diminuem a média do didmetro de
poros foi observado em suportes de Gelatina com quitosana reticulados com
genipina (SAREM E COL. 2013). O didmetro de poros tem importante influéncia na
adesao e crescimento de células nos suportes porosos aplicados para regeneragao
de tecidos. O'BRIEN E COL. (2005) estudaram o efeito do didmetro de poros de
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suportes porosos de colageno e glicosaminoglicana e verificaram que a adesao de
células no intervalo de didametro de poros de 95-150 um diminuia para células que
possuem aplicacao ortopédica.

Figura 18 — Micrografias MEV das superficies dos géis de GCO/GE de diferentes graus de oxidagao:
(A)GCO2/GE; (B) GCO5/GE; (C) GCO8/GE; (D) segéo lateral de GCO5/GE.
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Figura 19 — Média do didmetro de poros para géis de diferentes graus de oxidagao de GCO.
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4.2.4 POROSIDADE

A Figura 20 mostra a porosidade dos géis GCO/GE. Em concordancia com
o0 resultado de didametro de poros obtidos por MEV, os géis de GCO2/GE
apresentaram a maior média de porosidade, 53,00 + 0,19% seguido de GCO5/GE

39,02 + 0,39% e GCO8/GE 21,24 + 2,38%.
Figura 20 — Porosidade dos géis de GCO/GE de diferentes graus de oxidagdo de GCO: GCO2,
GCO5 e GCOs.
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A porosidade para suportes de colageno-quitosana foi de 60%
(FERNANDES E COL., 2011), para suportes de gelatina/quitosana/acido
hialurénico incorporado com microesferas de poli(acido lactico-co-glicélico) de 90%
(TAN E COL., 2009) e para suportes de gelatina com quitosana reticulados com
genipina de 88% (SAREM E COL. 2013).

4.2.5 ENSAIOS DE INTUMESCIMENTO

O processo de intumescimento deve-se primariamente a penetragdo de
agua na matriz polimérica por capilaridade e difusdo. A agua interage com os
grupos hidrofilicos, como hidroxilas, carboxilatos e amino, por ligagdo de hidrogénio
(FLORY, 1953). O perfil de intumescimento é interessante desde que revela o
comportamento do material em meio aquoso e a penetragao de agua para o interior
do suporte. Essa propriedade € importante desde que pode prevenir a perda de
fluidos e de nutrientes corporais, quando aplicado como suporte poroso. A Figura
21 apresenta o intumescimento dos géis de GCO/GE de diferentes graus de

oxidagao e de um gel de GC ndo modificada com GE.
Figura 21 — Ensaios de intumescimento dos géis GC/GE e GCO/GE: (a) até tempo t = 300 minutos
e (b) até t = 14 dias.
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Pode-se notar que durante o periodo do primeiro dia o gel de GC/GE teve o
maior intumescimento e que dissolveu no segundo dia. Do primeiro dia até o oitavo,

o intumescimento é praticamente constante para os géis GCO/GE. No décimo
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quarto dia ha uma inversao total do perfil de intumescimento com GCOS8/GE >
GCO5/GE > GCO2/GE. Esse resultado foi atribuido a solubilizagdo dos géis GCO2

e GCOS. A Tabela 5 sumariza alguns dos valores de intumescimento.
Tabela 6 — Intumescimento para os géis de GCO/GE e GC/GE em 5h e no 1°, 8° e 14° dias.

Géis 5h 1°dia 8°dia 14° dia
GC/GE 625 + 100 666 + 16 *- -
GCO2/GE 464 £ 75 453 + 35 588 + 18 287 +5
GCOS/GE 432 + 27 411+ 2 525 + 35 362 + 21
GCO8/GE 393 + 56 405 + 66 468 + 29 415+ 28

*O gel GC/GE dissolveu no 2° dia.

Supde-se que a agua foi principalmente armazenada nos espagos dos poros
nos geéis. O gel com GCO de menor grau de oxidagdo (GCO2) possui uma maior
porosidade e largos didmetros de poro, o que oferece maior espago para o
armazenamento de agua e, portanto o intumescimento é maior. O experimento
mostra que o intumescimento esta diretamente relacionado com a porosidade dos
géis que pode ser ajustada pelo grau de oxidagao da GCO utilizada.

Os géis foram liofilizados e suas massas finais foram medidas. Os resultados

encontram-se na Tabela 7 abaixo:

Tabela 7 — Massa residual dos géis de GCO/GE apos 14 dias de intumescimento

GCO2/GE GCO5/GE GCO8/GE

Massa residual £ DP (%) 71,3+1,6 78,2104 82,2+0,2

GCOS8/GE foi o que menos dissolveu, pois possui maior numero de grupos
aldeidicos e, portanto mais pontos de reticulagdo. Resultados semelhantes de
intumescimento foram encontrados para hidrogéis de goma konjac oxidada (YU E
XIAO, 2008) e suportes de gelatina reticulada com glutaraldeido, em que neste
quanto maior a quantidade de agente reticulante menor o intumescimento (WU E
COL., 2010).
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4.2.6 INFRAVERMELHO DOS GEIS DE GCO/GE

Os espectros de infravermelho para os géis de GE (sem adicdo de GC ou
GCO), GCO2/GE, GCO5/GE e GCO8/GE sédo mostrados na Figura 22. Observa-se
no intervalo de 3700 a 3000 cm™' a diferenga entre a forma das bandas que no gel
de GE é mais parecida com o sinal de vibragao de estiramento N-H e nos géis mais
préxima ao sinal caracteristico de vibragcdo de estiramento O-H, a banda em 2900
cm (atribuida a vibragdo de estiramento simétrico e assimétrico de C-H) é menos
intensa no gel de GE que nos géis de GCO/GE. A banda em 1085 no gel de GE é
devido a presenca de fosfato proveniente do tampao fosfato (vibragdo de
deformagéao axial de P=0) e nos géis de GCO/GE as bandas em 1150, 1080 e 1030
cm™' referentes ao estiramento de C-O-C e deformagido dos grupos O-H das
unidades glicosidicas. A absorgdo dos grupos C=N (Base de Schiff) ndo foi
observada em 1615-1700 cm™', pois foi sobreposta pela absorcdo em 1649 cm-’
devido a vibragdo de O-H de moléculas de agua da umidade do polissacarideo
(BUENO, 1990).
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Figura 22 — Espectros de infravermelho dos géis de GE, GCO2/GE, GCO5/GE e GCO8/GE.
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4.3 LIBERAGAO DE BSA

A liberagdo de BSA em tampao pH 7,4 € mostrada na Figura 23. Em (a) a
liberagcdo € mostrada nas primeiras 5 h e em (b) até 13 dias.

Observa-se que com o aumento do grau de oxidagao de GCO a quantidade
de BSA liberada diminui. GCO2/GE liberou 3,1% e GCO8/GE 2,5% até 5 h.



Liberagao de BSA (%)

50

Figura 23 — Liberagdo de BSA em tampao pH 7,4 a partir de géis GCO2/GE e GCOB8/GE: (a) até 5h
e (b) até 13 dias, a 37 °C e 50 rpm.
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No acompanhamento da liberagdo em dias, os géis que intumesceram mais
liberaram maior quantidade de BSA. GCO2/GE liberou 35,7% no 2° dia e no 3° dia
a solucéao estava turva indicando a dissolucdo de GCO2/GE. Nao foi mais possivel
acompanhar a liberagdo de BSA a partir deste gel por espectroscopia de UV-vis,
pois os valores de absorbancia ndo se encontravam dentro da faixa linear da lei de
Beer. GCOB8/GE liberou 82% de BSA até o 13° dia. Resultados semelhantes de
liberacdo de fatores de crescimento epidérmicos foram obtidos para filmes de
gelatina e dextrana dialdeidica, mostrando que quanto menor o grau de oxidagao
do polissacarideo oxidado utilizado como polialdeido maior a quantidade liberada
(DRAYE E COL., 1998).
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5 CONCLUSOES

Goma do cajueiro foi modificada por oxidagdo com periodato de sédio em
diferentes graus de oxidagao.

As anadlises empregadas na caracterizagcdo dos derivados oxidados
confirmaram a oxidagéo.

Géis de GCO/GE com GCO de diferentes graus de oxidagado foram
sintetizados via reagao de Base de Schiff.

Os géis obtidos apresentaram diametro médio em torno de 2,3 cm e altura
0,3 cm. Observou-se que com o aumento do grau de oxidagdo de GCO diminuem
0 grau de intumescimento dos géis, a porosidade e a média dos didametros dos
poros obtidos por MEV, para os géis GCO2/GE, GCO5/GE e GCOS8/GE,
respectivamente. O gel GCO8/GE liberou até o 13° dia 82% do BSA incorporado e
GCO2/GE liberou 35,7% no 2° dia e no 3° dissolveu.

Estes resultados indicam que o aumento do grau de oxidagdo de GCO
favorece a formagdo de uma estrutura com maiores pontos de reticulagdo. A
formacdo de uma rede tridimensional mais reticulada é importante para a
estabilidade em meio aquoso, no entanto, para produgao de suportes porosos a
partir de géis de GCO/GE adequados para crescimento celular € necessario o
equilibrio entre a porosidade e a estabilidade quanto a solubilizacdo em meio
fisiolégico. Conclui-se que os suportes porosos a base de gelatina e goma do
cajueiro oxidado apresentam potencial para aplicagdo como biomateriais devido a
possibilidade de modular as propriedades desses materiais pelo grau de oxidagao
da GC.
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