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RESUMO

A engenharia de tecidos € um campo interdisciplinar que visa desenvolver
substituintes que restauram, mantém, ou aumentam a funcdo de um tecido
deteriorado. A goma do cajueiro € composta de uma cadeia principal de galactose
ligada por C-1 e C-3, com ramifica¢cdes de galactose ligada por C-1 e C-6. Este padréo
de ligacao torna essa goma susceptivel a oxidagéo pelo ion periodato, originando um
derivado com duas unidades de aldeido por unidade monossacaridica, podendo agir
como agente reticulante frente a quitosana através da formacédo de base de Schiff
(C=N). Este trabalho prop6e a sintese de suporte porosos (scaffolds) a partir da goma
do cajueiro oxidada e carboxietil quitosana (CEQ) via reacdo de base de Schiff
formando géis de ligacbes cruzadas entre os dois polimeros. Os derivados oxidados
foram caracterizados por FTIR e GPC. A modificacdo foi confirmada pelo
aparecimento da banda em 1735 cm™1, que foi atribuida a ligagdo C=0 no FTIR. A
introducdo do grupo carboxietil na CEQ também foi confirmada pelo aparecimento da
banda em 1771 cm, atribuida a ligacdo C-O de carboxilato. Os hidrogéis foram
preparados pela mistura da GCOx com CEQ (ambos na concentracdo de 2%) e na
razdo de 1:1 (v/v). A partir do tempo de gelificacdo foi observado que os hidrogéis
apresentam valores de Tgel inferiores a 5 min. As analises reoldgicas evidenciaram
gue a quantidade dos grupos aldeidicos da GCOx desempenha papel importante no
processo de reticulacdo. A reacdo entre GCOx-CEQ é favorecida com o incremento
da temperatura (20°C a 60 °C) no processo de reticulagdo. O MEV mostrou que 0s
hidrogéis séo formados por estruturas porosas com poros de diametros médios entre
6316 a 244+24 um, e com uma porosidade de 26,8+0,6 a 69,2+0,3%. Os estudos de
degradacdo em PBS mostraram que os scaffolds apresentam uma perda de massa
lenta durante o periodo de 28 dias. Os ensaios mecanicos revelaram um
comportamento predominantemente elastico dos hidrogéis. Assim é possivel verificar
gue os hidrogéis apresentam potencial para aplicagdo como suportes porosos na

regeneracao de tecidos, visto que mostram boa moldabilidade de suas propriedades.

Palavras-chave: Hidrogéis. Engenharia de tecidos. Suportes porosos. Anacardium

occidentale. Quitosana.



ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary field that aims to develop substituents that
restore, maintain, or enhance the function of a deteriorated tissue. Cashew gum is
composed of a major chain of galactose bound by C-1 and C-3, with branching of
galactose bound by C-1 and C-6. This binding pattern makes this gum susceptible to
oxidation by the periodate ion, resulting in a derivative with two aldehyde units per
monosaccharide unit, and can act as a cross-linking agent against chitosan through
the formation of Schiff base (C=N). This work proposes the synthesis of porous support
(scaffolds) from oxidized cashew gum and carboxyethyl chitosan (CEQ) via Schiff base
reaction forming crosslinked gels between the two polymers. The oxidized derivatives
were characterized by FTIR and GPC. The modification was confirmed by the
appearance of the band at 1735 cm™ in FTIR, which was attributed to the C=0 bond.
The introduction of the carboxyethyl group into the CEQ was also confirmed by the
appearance of the band at 1771 cm, attributed to carboxylate C-O attachment.
Hydrogels were prepared by mixing the GCOx with CEQ (both at 2% concentration) in
the reason for 1:1 (v / v). From the gelation time it was observed that the hydrogels
had Tgel values of less than 5 min. Rheological analysis showed that the amount of the
aldehyde groups of GCOx plays an important role in the crosslinking process. The
reaction between GCOx-CEQ is favored by increasing the temperature (20 °C to 60
°C) in the cross-linking process. The SEM showed that the hydrogels are formed by
porous structures with pores of average diameters between 636 to 244+24 ym and
with a porosity of 26,8+0,6 to 69,2 +0,3%. Degradation studies in PBS showed that
scaffolds show a slow mass loss over the 28- day period. The mechanical tests
revealed a predominantly elastic behavior of the hydrogels. Thus it is possible to verify
that the hydrogels present potential for application as porous supports in the
regeneration of tissues, since they show good moldability of their properties.

Keywords: Hydrogel. Tissue Engineering. Porous support. Anacardium occidentale.
Chitosan.
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1 INTRODUCAO

1.1 Engenharia de tecidos

Desde a antiguidade, os seres humanos vém buscando uma maior
longevidade com uma melhor qualidade de vida. Segundo Nations U. World 2002,
como mostrado na Figura 1a, é esperado que até o ano de 2050 aconte¢ca um aumento
na expectativa de vida mundial, desencadeando o aumento do numero de doencas e
lesBes relacionadas ao envelhecimento da populacdo. Consequentemente, surgiu a
necessidade de desenvolver e manipular moléculas, células, tecidos e 06rgaos
crescidos em laboratério para substituir ou apoiar a funcéo de partes do corpo com
falhas ou danos ocasionados por defeitos como resultado de acidentes ou doencas
(SINGH; SINGH; HAN, 2016).

Uma outra problemética que pode ser citada é a demanda crescente de
orgaos de doadores para atender as necessidades das pessoas em lista de espera
gue provavelmente nunca serdo atendidas. Segundo a Associacdo Brasileira de
Transplante de Orgdos (ABTO) como mostrado na Figura 1b, foram realizados 4.144
transplantes de 6rgdos sélidos, tecidos e medula 6éssea no periodo compreendido
entre janeiro e marco de 2019. Em marco deste ano a ABTO tinha 33.984 pacientes
registrados na lista de espera. A necessidade de 6rgdos ou tecidos ndo pode ser
atingida através de métodos tradicionais de transplante. A engenharia de tecidos e a
medicina regenerativa podem mudar esse cenario (HOSSEINKHANI; HONG; YU,
2012).

Segundo Langer e Vacanti (1993) a Engenharia de tecidos (ET) é vista
hoje "como um campo interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das
ciéncias da vida ao desenvolvimento de substitutos bioldgicos que restauram, mantém
ou melhoram a fungdo de um tecido ou um 6rgao inteiro”. Trés abordagens tém sido
adotadas para a criacéo de novos tecidos (triade da engenharia de tecidos), que sao:
através da combinacéo celular, a utilizacdo de moléculas bioativas tais como fatores
de crescimento ou drogas e 0s suportes para crescimento celular (scaffolds)
(LANGER; VACANTI, 1993).
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Figura 1 — a) Porcentagem da populagdo mundial com mais de 65 anos em 2050 (Nations U. World
population againg, 2002) b) Dados numéricos de transplantes realizados no periodo Janeiro/Margo -

Pacientes ativos em Lista de Espera - (Margo 2019)

2019.
a) b)
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Fonte: préprio autor.

O baixo niumero de doadores e transplantes de 6rgados, aliado a uma
grande necessidade de reparar ou substituir tecidos vivos, tem contribuido para o
avanco da ET nas ultimas décadas. Uma alternativa de reverter essa situacao é a
utilizacdo das células dos préprios pacientes junto a um material biocompativel,
biodegradavel e provisério, que tenha como fungédo promover um crescimento celular
e tecidual, diminuindo os riscos de rejeicdes, um menor tempo de espera para
realizacdo do transplante e uma cirurgia minimamente invasiva (NAAHIDI et al., 2017).

A Figura 2 ilustra uma abordagem geral para a ET. Inicialmente para a
criagdo de um tecido substituto vivo, um pequeno numero de células é colhido do
paciente usando uma técnica de bidpsia e entdo cultivado para um namero apropriado
em laboratorio. Estas células podem ser expandidas para uma matriz (scaffolds)
tridimensional, natural ou sintética, na presenca de fatores de crescimento e de
diferenciacdo. Se providos das condigbes adequadas, as células secretardo
componentes da matriz extracelular (MEC) e criardo tecidos novos que serdo usados
como o tecido substituto, Por fim a matriz tridimensional deve se degradar para néo
haver resposta imunoldgicas a longo prazo (LANGER, 2000).
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Figura 2 - Abordagem geral de engenharia de tecidos.
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Fonte: Adaptado de Langer 2000.

1.2 Biomateriais e suportes porosos (scaffolds)

A humanidade tem utilizado biomateriais desde a antiguidade, utilizando
préteses tidas como simples com o objetivo de substituir ou recuperar tecidos
danificados por alguma enfermidade (OGRETMEN, 2017). Com o passar do tempo
esses materiais sofreram processos de adaptacdo com o intuito de aperfeicoar e
facilitar seu desempenho, até que no século XX houve o surgimento dos materiais
sintéticos, como amalgamas de metais e as ceramicas que auxiliaram em uma maior
evolugao desses biomateriais (HUEBSCH; MOONEY, 2009).

O desenvolvimento dos biomateriais foi um marco importante para o
avanco da ET. Esse termo foi definido pela primeira vez em 1976 durante uma
conferéncia da Sociedade Europeia de Biomateriais, para descrever um material de
origem nédo viva, utilizado em um dispositivo médico, destinado a interagir com
sistemas vivos (WILLIAMS, 1987). Contudo, essa defini¢cdo trouxe controvérsias por
estar relacionada a materiais nao-vivos, fazendo com que a definicdo atual de

biomateriais fosse alterada para: “material destinado a interagir com sistemas
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bioldgicos para tratar, avaliar, aumentar ou substituir qualquer 6rgéo, tecido ou fungéo
do corpo” (WILLIAM et al., 1992).

Existem variados materiais que sdo utilizadas na ET como: metais,
ceramicas, compositos e polimeros. Essas classes de materiais sdo empregadas para
a fabricacdo de estruturas porosas mais conhecidos como “scaffolds”, termo de
origem inglesa, que tem como significado andaime, suporte poroso ou matriz
tridimensional porosa, cuja fungédo € a hospedagem de componentes bioldgicos e o
armazenamento das células do individuo para que elas possam proliferar, diferenciar,

sintetizar e regenerar novos tecidos que antes foram lesionados (IKADA, 2006).

Os scaffolds podem possuir diversos formatos, dimensdes e propriedades.
Na Figura 3 sdo apresentados scaffolds em suas diferentes formas como: scaffolds
fibrosos (nanofibras), scaffolds porosos (suporte porosos), hidrogéis e scaffolds
constituidos por microesferas (CHAUDHURY et al., 2014).

Figura 3 - Diferentes formas de scaffolds poliméricos empregados na engenharia de tecidos.
Nanofibras Microesfera

Esponja

Fonte: Adaptado de Chung e Park, 2007.

Os scaffolds devem ser construidos para auxiliar no aumento da
distribuicdo celular, como também no desenvolvimento de novos tecidos que seréo
regenerados a partir de tecidos lesionados (MA, 2004). Desta forma os suportes
porosos devem obedecer diversos critérios para manter as fungdes para as quais eles
foram projetados, como por exemplo: promover as interacdes célula-biomaterial, a
adesao celular e a deposicao da matriz extracelular (MEC); permitir o transporte

eficiente de gases, nutrientes e fatores de regulagdo que permitam a sobrevivéncia
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celular, a proliferacéo e a diferenciacdo; ser biodegradavel a uma taxa controlavel que
se aproxime da taxa de regeneracdo de tecidos sob as condi¢cdes de cultura de
interesse; apresentar biocompatibilidade para n&do gerar reacées que manifestem
inflamacdo ou toxicidade in vivo e propriedades mecénicas apropriadas as
funcionalidades que foram produzidas (TABATA, 2009).

Na atualidade existem diferentes técnicas para a producdo desses
materiais porosos que séo divididas em duas categorias, os métodos convencionais:
formacdo de espumas, liofilizacdo, evaporacdo de solvente/lixiviacdo de particulas,
separacao de fases, formacao de fibras entre outras, e os métodos avancados: a
estereolitografia (SLA), a sinterizacao Laser (SLS), o processo de bio-extrusdo (FDM)
e a impresséo 3D (LI, 2013).

Os polimeros naturais como proteinas (colageno, gelatina, elastina, actina,
queratina, miosina e proteinas da seda), polissacarideos (celulose, amilose, dextrana,
quitina e glucosaminoglicanos) e polinucle6tidos (acido desoxirribonucleico (DNA) e o
acido ribonucleico (RNA)), estdo entre os compostos que normalmente sdo mais
utiizados na ET (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Estes sao utilizados
principalmente na construcéo de suportes porosos que sao aplicados na substituicdo
de vérios tipos de tecidos (cartilagem, o0sso, menisco, ligamentos, discos
intervertebrais, entre outros), pois apresentam uma alta biocompatibilidade,
biodegradabilidade, bioadesdo e bioatividade. Contudo, os polimeros naturais
apresentam desvantagens como por exemplo baixa propriedade mecéanica e rapida
degradacéo, o que limita sua aplicacdo na ET (BRATLIE; ACCEPTED, 2018).

1.3 Quitosana e carboxietilquitosana

A quitosana € um polissacarideo natural muito utilizado na engenharia de
tecidos para a producdo de scaffolds devido a suas propriedades bastantes
conhecidas como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, n&o antigenicidade,
bioadesao e propriedades de adsor¢cdo (AHMED; ALJAEID, 2016). A quitosana é um
copolimero de unidades N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-
desoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4) e disponivel em
diferentes graus de desacetilacdo (MOREIRA et al., 2016; ZENG et al., 2012). A
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guitosana é um polimero que contém um grupo amino e dois grupos hidroxila por cada
unidade glicosidica desacetilada (DASH et al., 2011).

A quitosana € um polissacarideo obtido seja por tratamento enzimatico ou
por um tratamento térmico alcalino da quitina, onde as unidades N-acetil sofrem uma
desacetilacdo parcial, acarretando na formacdo de grupos amino em seu lugar
(ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015). A quitina € o segundo biopolimero mais
abundante da natureza atras somente da celulose, principal composto encontrado nos
exoesqueletos de insetos e carapacas de crustdceos como o camardo e lagosta
(MUZZARELLI, 1973).

A Figura 4 mostra a semelhanca entre a estrutura quimica da quitina e
quitosana, mudando somente a quantidade de unidades acetiladas. Segundo Abran e
Higueira (2004), se na estrutura quimica houver uma quantidade acima de 80% de
unidades acetiladas, o polissacarideo serda denominado quitina, mas se na estrutura
houver uma porcentagem menor que 80% de unidades acetiladas, tem-se o

polissacarideo quitosana.

Figura 4 - Unidade repetitivas da quitosana 100% desacetilada e quitina 100% acetilada.
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Fonte: préprio autor.

A quitina tem aplicacdes limitadas devido sua baixa solubilidade em
solugdes aquosas e solventes organicos. Em contraste, a quitosana apresenta uma
maior versatilidade devido a sua solubilidade em meios acidos (pH < 6,0). Os acidos
utilizados para sua dissolugcéo incluem acidos inorganicos como HCI e acidos
organicos como acido acético e acido lactico. Quitosana é insolivel em meio neutro e

alcalino. O mecanismo de solubilizagdo da quitosana envolve a protonacado dos
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grupos amino nas unidades glucosamina (BASHIR et al., 2015). Entretanto, em se
tratando de aplicacdes biomédicas é necessario que a quitosana seja soluvel em pH
do meio fisiologico (7,4), e isto pode ser conseguido através da modificacdo de sua
estrutura pela inser¢cdo ou formacdo de grupos hidrofilicos. Jayakumar et al. (2010)
elaboraram um levantamento bibliografico citando algumas metodologias disponiveis
para producéo de derivados solUveis em solucdo aquosa da quitina e da quitosana.
As modificacdes citadas neste trabalho séo possiveis devido ao carater nucleofilico
do nitrogénio da amina e do oxigénio das hidroxilas para atacar reagentes que
possuem regides eletrofilicas, tais como: acido glioxilico, acido monocloroacético,

acido levulinico, dentre outros.

Aumenta-se cada vez mais a busca por diferentes derivados de quitosana
gue sejam soluveis em agua, pois esses materiais ampliam a possibilidade de novas
aplicacoes desse polissacarideo na area de biomateriais. Varios trabalhos vem sendo
publicados utilizando o mecanismo de adi¢cao de Michael e utilizando principalmente
diferentes solventes como o metacrilato (AL-KARAWI et al., 2014) e o acrilato de etila
(MALEKI, PAJOOTAN E HAYATI, 2015). Contudo, essas reac¢fes utilizam solventes
organicos como acido acético e o metanol. Além do mais, a saponificagdo do grupo
éster € necessaria para se obter derivados de quitosana sollveis em agua. Portanto,
o principal objetivo de utilizar a reacdo do acido acrilico nesse trabalho em contato
direto com a quitosana pela reacdo de adicdo de Michael é diminuir a potencial

toxidade do derivado, gerando assim uma sintese menos agressiva.

A reacdo de sintese da carboxietilquitosana (CEQ) com diferentes graus de
substituicdo é classificada como uma adi¢cdo de Michael, na qual o grupo amina da
quitosana age como doador de Michael (nucledfilo) e o carbono 3 do acido acrilico
age como aceptor de Michael (eletréfilo). Apds a reacdo entre a quitosana e o acido
acrilico (Figura 5) obtém-se o aduto de Michael na forma protonada (-COOH) (YANG
et al., 2016). Em seguida é feita a adicdo de NaOH ao meio reacional que promove a
desprotonacao do grupo carboxila (COOH) formando assim o grupo carboxilato (—
COO) que torna o derivado mais soluvel em meio aquoso (VANICHVATTANADECHA
et al., 2010).
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Figura 5 - Sintese do derivado carboxietil quitosana.
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Fonte: préprio autor.

1.4 Gomado cajueiro oxidada

Assim como a quitosana, a goma do cajueiro (GC) também é um
polissacarideo natural. Ela é obtida a partir do exsudato extraido da arvore
Anacardium Occidentale. Ela € uma arvore bastante rdstica, originaria da América
tropical, podendo chegar até 12 metros de altura. E bastante abundante em paises
tropicais como o Brasil, principalmente no nordeste brasileiro, como Piaui, Ceara e

Rio Grande do Norte.

O Grupo de Polimeros — UFC tem estudado essa goma desde 1993
(RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993). A goma extraida de arvores do nordeste
brasileiro, foi caracterizada como um heteropolissacarideo contendo (B-D-galactose
(72-73%), a-D-glucose (11-14%), arabinose (4,6-5%), ramnose (3,2-4%) e acido
glucuroénico (4,7-6,3%) em porcentagem de massa (DE PAULA; RODRIGUES, 1995;
PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998). A goma é composta de uma cadeia principal de

galactose ligada por C-1 e C-3, com ramificagbes de galactose ligada por C-1 e C-6.
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A glucose pode formar cadeias laterais e a arabinose, ramnose e acido glucurénico

apresentam-se como grupos terminais (PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998).

A Figura 6 apresenta as unidades monossacaridicas que compdem a goma
do cajueiro do Nordeste (a) e uma possivel representacdo da estrutura de um
segmento do polissacarideo do exsudato da goma do cajueiro (b).

Figura 6 - Principais monossacarideos constituintes da goma do cajueiro (a) e seu possivel arranjo na
estrutura do polissacarideo (b).

HO,

A O
(A) H 5
H H
OH H
Arabinose
CH,
H
H
OH
OH
H OH H OH
Ramnose Acido glucurénico
glua
1
6
gal gal
(B) 1 1
6 6
R—= 3 gal gal 1— 3 gal
1 1
3 3
gal6 =—— 1glu galg =— R gal
1 1 1
3 3 3
gal gal gal 6 =—— 1glua
1 1 1
6 6 6
------ gall—» 838galt —» 3galt —» 3gal1 —» 3gall —» 3gal1 —» 3gall —> 3gal —» ------
1 1 1 1
1—= 6 gal glu gal 3 =— 1 gal gal3 =R
3 [<] 6 [}
1 1 1 1
gal3 =—— 1gal6 =-—— 1 gal glu gal gal
6 3

b T

Fonte: Cunha et al. (2007)

A goma do cajueiro apresenta em sua cadeia uma rica quantidade de
hidroxilas (OH). Estes grupos podem ser facilmente modificados gerando varios tipos
de derivados que ampliam suas propriedades e aplicagdes. A seguir sdo mostradas

algumas derivatizagdes normalmente utilizadas como: a quaternizagao (QUELEMES
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et al., 2017), sulfatacdo (DE MOURA NETO et al., 2011; MOURA NETO et al., 2014)
, acetilacdo (PITOMBEIRA et al.,, 2015), oxidacdo utilizando o reagente TEMPO
(CUNHA et al., 2007) e periodato de sodio (LEITE et al., 2017).

Entre os derivados citados destaca-se a oxidacdo com ion periodato, que
€ considerada uma técnica classica e simples. A reacao se processa sem a utilizacéo
de catalisadores e os produtos resultantes da rea¢cdo séo isolados na etapa de diélise
(MAIA et al., 2011).

O ion periodato tem preferéncia na oxidacdo de polissarideos (oxidag&o
seletiva), pois para que ocorra a reacdo de oxidacao € fundamental que a unidade
monossacaridica apresente em sua estrutura diois vicinais (hidroxilas vizinhas) para
levar a introducdo de grupos aldeidicos nas cadeias. Assim, quando na cadeia
principal do polissacarideo as unidades glicosidicas sao ligadas (1—3) ndo ha
presenca de hidroxilas vicinais (Figura 7b), a oxidacdo se dara exclusivamente pela
introducdo dos grupamentos aldeidicos nas cadeiais laterais do polissacarideo, ndo
ocorrendo a degradacdo de sua cadeia principal. Na Figura 7d e 7e cada unidade
pode ser duplamente oxidada por conterem em sua unidade glicosidica trés hidroxilas
vicinais. Essa reacéo ira ocorrer com liberagdo de 1 mol de &cido férmico e consumo
de 2 mol de periodato. A Figura 7 mostra os diferentes padrbes que podem ocorrer na
reacao de oxidacao, frente a seletividade dos ions periodato nas unidades glicosidicas
(KRISTIANSEN; POTTHAST; CHRISTENSEN, 2010).
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Figura 7 - Padrées na reacao de oxidacao seletiva do periodato de sddio com unidades de carboidrato
substituidas em diferentes posigdes. a) unidades ligadas (1—2) oxidagao entre C(3) e C(4), b) unidades
ligadas (1—3), ndo apresenta oxidagéo, c) unidades ligadas (1—4), oxidagao entre C(2) e C(3), d)
unidades ligada (1— 6), dupla oxidagao entre C(2) e C(3) e entre C(3) e C(4), e) unidades ligada em
(1), dupla oxidagéo entre C(2) e C(3) e entre C(3) e C(4).
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A Figura 8 apresenta o mecanismo de oxidac&o utilizando o periodato de
sédio, onde pode-se notar que a etapa determinante para a oxidacdo com o ion
periodato envolve a formacdo de um éster iodato ciclico intermediario composto de 5
membros, ocorrendo logo em seguida uma clivagem de ligacao concertada para gerar
os grupamentos aldeidos (WANG et al., 2013). Para que ocorra a reacao de oxidacao,
€ essencial que os grupos OH estejam orientados em uma posicao definidas como
equatorial-equatorial ou axial-equatorial. Diois vicinais em uma posic¢ao rigida trans
diaxial ndo podem reagir, por que a formacéo do complexo intermediario ndo ocorrera
(KRISTIANSEN; POTTHAST; CHRISTENSEN, 2010).

Ha a possibilidade de que cada unidade glicosidica seja duplamente
oxidada, sendo que na primeira oxidagdo ocorre a abertura do anel piranosidico com
a formacgé&o dos grupos aldeidicos e na segunda oxidagéo ocorre a liberacdo do acido

formico a partir da estrutura ja oxidada, sendo que muitas vezes os valores de
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oxidacdo real ndo sdo iguais ao tedrico (KRISTIANSEN; POTTHAST,;
CHRISTENSEN, 2010).

Figura 8 - Mecanismo de oxidacao por 104~ em uma unidade de galactose.
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Nos ultimos anos, a oxidacdo de polissacarideos utilizando periodato de
sédio vem sendo extensivamente utilizado, pois introduz grupos funcionais aldeidicos
ao longo da cadeia do polissacarideo, tornando-o capaz de atuar como um agente
reticulador macromolecular para polimeros que contenham em sua estrutura grupos
N-nucledfilos (quitosana, gelatina, entre outros) através da formacédo de uma ligacéo

covalente imina (C=N) ou mais conhecida como Base de Schiff (MAIA et al., 2011).

1.5 Scaffolds obtidos por base de Schiff

A reacdo base de Schiff foi proposta no ano de 1864 pelo quimico aleméao
Hugo Schiff (JIA; LI, 2015; SCHIFF, 1864). A base de Schiff (também conhecida como
imina) apresenta em sua estrutura R2C=NR' (R' # H). Essa reacéo é formada a partir
da adicao nucleofilica de uma amina primaria a um grupo carbonila de uma acetona
ou aldeido, formando hemiaminais, analogos nitrogenados do hemiacetais (LI et al.,
2014). Esses hemiaminais sofrem facilmente o processo de desidratacdo (perda de
agua), gerando assim uma ligagdo dupla carbono-nitrogénio (C=N), também

conhecida de imina ou Base de Schiff.
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A Figura 9 apresenta o mecanismo de formacéo da Base de Schiff a partir

de uma amina e um aldeido.

Figura 9 - Mecanismo de formacao da reacao Base de Schiff.
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A reacédo da Base de Schiff tem sido bastante utilizada para sintetizar novos
materiais como hidrogéis injetaveis e suportes porosos para aplicacdo na engenharia
de tecidos, pois essa reacgéo acontece sob circunstancias moderadas e principalmente
se processa em condi¢cdes ambientes, tendo exclusivamente agua como subproduto
(JIA; LI, 2015; LI et al., 2015a, 2015b). A utilizacdo da Base de Schiff como agente
macro reticulante na producao dos scaffolds evita a necessidade de se utilizar agentes
reticulantes  toxicos como o glutaraldeido e o hidrocloreto de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida, que podem acabar causando uma resposta
indesejada para o tecido a ser regenerado (KHUNMANEE; JEONG; PARK, 2017).
Uma outra vantagem € sua rapida reticulacdo e uma excelente biocompatibilidade
(HOZUMI et al., 2018). Os scaffolds que sdo obtidos através dessa reacao exibem
uma reversibilidade com a mudanca dos valores de pH, fazendo com que sua
estabilidade no meio acabe diminuindo com o decréscimo do pH, acarretando assim
a degradacdo do material com o passar do tempo (XIN; YUAN, 2012). Essas
propriedades combinadas, sdo de vital importancia, pois estdo relacionadas
intrinsecamente aos critérios basicos para utilizacdo de suportes porosos no campo

biomédico e na engenharia de tecidos.



28

Vérias pesquisas recentes foram publicadas utilizando a reacdo de Base
de Schiff envolvendo polimeros naturais como, por exemplo, quitosana (HASSAN et
al., 2018), gelatina e &cido hialurénico (HOZUMI et al., 2018), alginato de sodio (YUAN
etal., 2017), dextrana (SU et al., 2018), dentre outros. Essa reacdo também € utilizada
em diversos campos de aplicacdo visando a producdo de novos materiais para,
potencializar a atividade microbianas de polimeros naturais como quitosana (HASSAN
et al., 2018), liberacdo controlada de farmacos (LIU et al., 2018), engenharia de
tecidos (DENG et al., 2017) e auxilio na formacgéo de complexos metalicos (KADWA;
FRIEDRICH; BALA, 2017).

Neste trabalho é proposta a fabricacdo de um suporte poroso (scaffolds) a
partir da formacédo da base de Schiff entre os grupamentos aldeidicos do derivado

oxidado da goma do cajueiro e 0s grupamentos amino da carboxietilquitosana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar suportes porosos (scaffolds) & base de goma do
cajueiro oxidada (Anacardium occidentale) e carboxietilquitosana com potencial
aplicacao na engenharia tecidual.

2.2  Objetivos especificos

Modificar a goma do cajueiro (GC) isolada por oxidacdo com periodato de

sodio (NalO4) em diferentes graus de oxidagao;

Caracterizar os derivados oxidados por espectroscopia de absor¢cado na
regiao do infravermelho (FTIR) e cromatografia de permeacéo em gel (GPC);

Modificar a quitosana para se obter derivados hidrossollveis através da
reacdo de adicdo de Michael obtendo-se a carboxietilquitosana (CEQ) e caracteriza-
la por FTIR;

Sintetizar suportes porosos (scaffolds) a partir da GCOx/CEQ (com a GCOx
de diferentes graus de oxidacdo e CEQ com diferente grau de substituicdo), através
da reticulacéo via formacédo de Base de Schiff;

Avaliar o efeito da concentracdo, da temperatura e da razdo dos
polissacarideos na reologia para obtencdo da melhor condicdo para a obtencao da
estrutura porosa;

Caracterizar 0os suportes porosos obtidos por ensaio de intumescimento,
degradacdo, analise mecanica, porosidade por infiltracdo de etanol, tempo de
gelificacd@o, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de absorcéo

na regiao de infravermelho (FTIR).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A goma do cajueiro (GC) foi extraida do exsudato bruto do cajueiro
(Anacardium occidentale), fornecido pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), Ceara. Os solventes empregados foram: Alcool etilico e acetona
(Synth). Os reagentes utilizados foram: etilenoglicol (CH20HCH20H), cloridrato de
hidroxilamina (NH20H-HCI), hidréxido de sodio, fosfato de sddio dibasico (NazHPO4)
e fosfato de potassio monobéasico (KH2PO4) (Vetec); periodato de sodio (NalOa)
(Dindmica); Acido Acrilico (Synth) e quitosana com grau de desacetilacdo de 81%

(determinado por RMN), cedida pela Polymar.

3.2 Isolamento da goma do cajueiro

A GC foi isolada a partir da metodologia descrita por Rodrigues, Paula e
Costa, (1993). Foram pesados 10 g de exsudato triturado e adicionados 100 mL de
agua destilada a solucéo foi deixada sob agitacéo por 24 horas. A solucéo a partir do
exsudato foi filtrada em funil de placa sinterizada niumero 1, com o intuito de se
remover residuos. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 0,1 mol L1, com posterior
adicado de 1 g de NaCl, para o ajuste da forga idnica e uma melhor precipitacdo. A
solucdo foi precipitada em etanol e o precipitado foi filtrado em funil de placa

sinterizada, lavado com etanol e acetona, e secado com jato de ar quente.

3.2.1 Reacéao de oxidacdo da goma do cajueiro

A goma do cajueiro foi oxidada pela metodologia descrita por Gomez,
Rinaudo e Villar, (2007), com pequenas modificagbes. A conversao dos grupos OH a
grupos CHO nas unidades monossacaridicas da GC foi realizada usando periodato
de sédio como agente oxidante. Brevemente, 1,0 g (6,2 x 103 mol de unidades
monossacaridicas) de GC foi dissolvido em 100 mL de agua destilada e agitada por

24 h para completa dissolucdo. A esta solucéo foi adicionada periodato de sodio,



31

suficiente para oxidar 20%, 35% e 50% das unidades monossacaridicas. Os valores

utilizados sdo encontrados na Tabela 1.

O sistema foi coberto com uma folha de aluminio para prevenir a
decomposicédo fotoinduzida do ion periodato (DAWLEE et al., 2005) e a reacédo se
processou por 24 h. Em seguida foi adicionado 1,0 mL de etilenoglicol para cessar a
reacdo. A solugdo resultante foi dialisada contra agua destilada por 3 - 4 dias em
membrana de celulose com limite de exclusdo de 12.400 g mol?, e em seguida o
derivado oxidado foi seco por liofilizacdo. O desaparecimento do periodato no
dialisado foi acompanhado pela condutancia da agua. Assim foram obtidos os
derivados com graus de oxidagao de 20%, 35% e 50%, sendo nomeados GCOx 20,
GCOx 35 e GCOx 50, respectivamente.

Tabela 1 - Relagdo entre grau de oxidacgao tedrico e quantidade de periodato de sédio.

Produto Grau de Oxidag&o Mol de NalO/ mol
teorico (%) de unidades GC
GCOX 20 20 1,23 x10°
GCOX 35 35 2,16 X102
GCOX 50 50 3,08 X102

Fonte: préprio autor.

3.2.2 Determinacdo do grau de oxidacao

Para quantificar o grau de oxidacdo da GCOx 20%, GCOx 35% e GCOx
50%, isto &, a porcentagem de unidades monossacarideas oxidadas, determinou-se o
teor de grupos aldeidicos na estrutura usando o método de titulacdo por meio do
cloridrato de hidroxilamina (NH20H.HCI) (ZHAO E HEINDEL, 1991). Dissolve-se
aproximadamente 100 mg de CGOx liofilizada em 25 mL de cloridrato de hidroxilamina
0,25 mol L sob agitacédo durante 24 h em temperatura ambiente. O &cido cloridrico
liberado apds a conversao de aldeidos em oximas (C=N-OH) foi determinado por
titulacéo potenciométrica com uma solucdo de NaOH 0,0989 mol L%, padronizado com
biftalato de potassio. Registrou-se todas as mudancas do pH com a adic&o de volumes
de NaOH 0,0989 mol Lt. O nimero de mols de aldeidos presentes nas amostras
oxidadas é equivalente ao numero de mols de NaOH. Todas as determinagdes foram

realizadas em triplicata.



32

Apresenta-se a seguir as equacdes quimicas das reacdes envolvidas no

processo de oxidacéao, titulacdo e neutralizacao.

GC(ag) + NalO4@ag) —»GC-(CHO)n (ag) + NalO3 + H20 Q)
GC-(CHO)n (ag) + NNH2-OH.HCI (aq) —GC-(CH=N-OH)n (aq) + NH20 + nHClagq) (2)
HCI (ag) + NaOH (aq) — NaCl (aq) + H20 () (3)

Para realizagdo da determinacdo do grau de oxidagdo das unidades

monossacarideas, utilizou-se a Equacéo 4:

Grau de oxidag&o (%) = SNaoH XZNaOH X182 £ 100 (4)
mp

Onde C é a concentracdo (mol L) e V o volume (L) do NaOH, mp é a massa pesada
de CGOx (g) e 162 é a massa molar (g mol?) da unidade monossacaridea de
galactose (YAN et al., 2014).

3.3 Cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

A massa molar de pico (Mpk) da Goma do cajueiro e de seus derivados
oxidados foi estimada por cromatografia de permeacdo em gel utilizando um
cromatografo Shimadzu LC-20 AD com detector de indice de refracdo RID-10. As
analises foram realizadas com coluna linear PolySep (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 1,0
mL/min de NaNOs (0,1 mol L), sendo injetado o volume de 50 L para cada andlise.
As amostras foram preparadas na concentragdo de 1,0 mg mL? e filtradas em
membrana MILLIPORE 0,45 pm. As massas molares foram estimadas pela curva
padrdo de calibracdo de pululanas (Shodex P-82) com massa molar de 5,9 x 10° a
7,88 x 10° g mol™.

3.4 Purificagdo da quitosana

A quitosana foi purificada segundo a metodologia descrita por Nasti et al.
(2009), com algumas modificacdes. 5,0 g de quitosana foram dissolvidas em 500 mL
de acido acético 2% (v/v), e deixada sob agitacdo por 24 horas para uma completa
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dissolucéo. Posteriormente, a solucao foi filtrada em funil N° 3 para remocédo de
impurezas e fervida por 15 min. Apds fervura, a solucéo foi centrifugada (30 min, 6000
rpm). O sobrenadante foi coletado e o pH ajustado para 9,0 com NaOH 1 mol L! para
precipitacdo da quitosana. A quitosana precipitada foi recuperada por centrifugacao e
lavada com agua deionizada para retirar o excesso de NaOH. A amostra foi liofilizada

e armazenada a 4°C para posterior utilizacao.

3.5 Sintese da N-carboxietil quitosana (CEQ)

Os derivados soluveis da quitosana foram sintetizados segundo
metodologia descrita por Qu et al. (2017), com pequenas modificagcdes. Foram
utilizados dois sistemas com baldes de fundo redondo. A cada um deles foram
adicionados volumes distintos (Tabela 2) de acido acrilico (AA) em 50 mL de agua
destilada. Logo apds 1 g de QT purificada foi adicionado em cada sistema, com o
objetivo de se obter dois graus de substituicdo tedrico de 50% e 12,5%. As misturas
foram mantidas sob agitacdo magnética constante por 72 h a 50 °C em banho de
glicerina. Em seguida o pH foi ajustado para 10-12 com uma solu¢édo aquosa de NaOH
1 mol L1, A solucéo foi precipitada em etanol comercial e o sélido foi lavado trés vezes

com acetona e etanol PA e seco em estufa por 14 h.

Tabela 2 - Volumes utilizados para obtencéo de derivados com graus de substituicao diferentes.

Volume de AA (mL) Nomenclatura
1,46 CEQ-A
0,365 "CEQ-B

a Carboxietil Quitosana alta substitui¢cdo
b Carboxietil Quitosana baixa substituicéo.
Fonte: préprio autor.

3.6 Espectroscopia de absorbancia na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em espectrometro
de infravermelho FTIR da Shimadzu modelo IRTracer-100 operando na faixa de 400-
4000 cm. Para obtencéo dos espectros, as amostras trituradas foram misturadas a

brometo de potassio (KBr) para preparacao de pastilhas.
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3.7 Preparo dos géis e suportes porosos de N-carboxietil quitosana (CEQ) e

goma do cajueiro oxidada (GCOx)

Foram preparadas solugdes aquosas de GCOx 20% ,35% e 50% e CEQ A
e CEQ B ambas na concentragdo de 2% (m/v). As solucdes foram levadas para
agitacdo magnética e mantidas a 50 °C por 24 h para uma melhor solubilizacdo do
material. A temperatura dos percursores foi reduzida para 37 °C e em seguida os
hidrogéis foram preparados nas combinacdes das solu¢cdes mostradas na Figura 10.
Foi adicionado 1 mL da solucdo de GCOx sobre 1 mL de CEQ resultando na razao de
volume 1:1. Utilizou-se um frasco cilindrico de 2,5 cm de didmetro por 3,5 cm de altura
para armazenar os hidrogéis. Os frascos foram deixados a temperatura ambiente por
24 h para garantir uma completa gelificacdo da amostra e em seguida mantidos a —
80° C em Ultra low freezer Nuaire por 24 h. Posteriormente os hidrogéis foram

liofilizados no proprio frasco cilindrico.

Figura 10 - Fluxograma para a sintese dos hidrogéis.

GCOx 20

GCOx 35
GCOx 50 GCOx 20-CEQA

GCOx 35-CEQA
GCOx 50-CEQA

GCOx20-CEQB
GCOx35-CEQB
GCOx 50-CEQB

Fonte: préprio autor.

3.8 Caracterizacdo dos géis e suportes porosos de GCOx/CEQ

3.8.1 Ensaios reolégicos

Todas as medidas reoldgicas foram realizadas em um reémetro AR 550 da
TA Instrument. Os experimentos foram realizados com geometria cone-placa
(diametro de 40 mm, angulo de 1°, gap 28 um), com temperatura constante de 37 °C.
Para evitar perda de agua, utilizou-se 6leo mineral que foi adicionado ao redor da
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geometria. Para teste de varredura de tempo a diferentes temperaturas,
concentracdes, razdes de volume e graus de oxidacdo, o médulo de armazenamento
G' e mbdulo de perda G" foram monitorados em funcdo do tempo a uma frequéncia
de 1 Hz e tenséo de cisalhamento de 5 Pa.

3.8.2 Tempo de gelificacao

O tempo de gelificacéo foi determinado por dois métodos diferentes (Barra
Magnética e por andlise reoldgica). No método da barra magnética foi realizado o
seguinte procedimento para as soluc¢des poliméricas (BALAKRISHNAN et al., 2014).
150 uL de uma solucéo aquosa de GCOx (20, 35 e 50%) na concentracdo de 2% (m/v)
foi adicionada em 150 pL da solugdo aquosa de CEQ (CEQ-A e CEQ-B) na
concentracédo de 2% (m/v), perfazendo assim 300 pL de solugéo total. Em seguida
foram misturados com o auxilio de uma barra magnética (diametro 3,3 mm,
comprimento 10 mm) com uma velocidade de 100 rpm. Os experimentos foram
realizados a 37 °C. O tempo de gelificacao foi considerado com o tempo necessario
para a mistura formar um glébulo (Figura 11). Os resultados sdo uma média de 3

determinacgdes.

Figura 11 - Mudanca no aspecto fisico da solugdo de GCOx 50 — CEQ B observada durante o ensaio
de tempo de gelificacédo (a) T=0 e (b) T=Tgel.

Fonte: préprio autor.
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Para acompanhar o tempo de gelificacdo por reologia, utilizou-se o
redbmetro AR 550 da TA Instrument e a mesma geometria descrita no item 3.8.1. Todos
os hidrogéis formulados foram preparados em solugdo aguosa, na concentracao de
2% (m/v) e razéo 1:1 (v/v). Esses experimentos consistiram no acompanhamento da
variacdo do médulo de armazenamento (G’) e moédulo de perda (G”) em funcéo do
tempo, onde tgel € correspondente ao cruzamento entre eles, ponto no qual houve a
transicéo sol-gel (crossover), a uma frequéncia de 1 Hz e tenséo de cisalhamento de
5 Pa. As amostras liquidas foram transferidas para o reémetro e as medi¢des iniciaram

emt = 140-150 s apds a mistura das solucdes.

3.8.3 Microscopia eletronica de varredura — MEV

A morfologia interna dos géis de GCOx-CEQ foi examinada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) utilizando um microscopio de emissédo Quanta-FEG FEI
450. Os hidrogéis liofilizados foram fraturados manualmente para expor sua regiao
interna, em seguida colocados em suporte de aluminio (stub), fixados com fita de
dupla-face de carbono e recobertos por deposicdo de ions metalicos de ouro. O
diametro médio de poros dos scaffolds em diferentes graus de oxidacao foi estimado
utilizando 35 medidas de diametros de poros provenientes da imagem obtida pelo

MEV. Os valores destas medidas foram coletados com o uso do programa ImageJ.

3.8.4 Porosidade

A porosidade foi calculada pelo método de infiltracdo do etanol (SARKER
et al., 2016). O etanol absoluto foi escolhido como o liquido de deslocamento, uma
vez que se infiltra facilmente através dos poros dos suportes porosos sem causar
qualquer dilatagéo ou efeito de encolhimento da sua estrutura. Os suportes porosos
secos foram imersos em etanol absoluto e centrifugados por 10 min a 1200 rpm para
facilitar a penetracdo do etanol em toda a amostra, pois 0s suportes porosos flutuam
em etanol absoluto. Apds a centrifugacdo, o excesso de etanol da superficie foi
absorvido com o auxilio de um papel de filtro e 0 peso das amostras foi registrado. Os
suportes porosos foram mantidos em etanol e sua massa foi determinada em

intervalos regulares até que a massa se tornasse constante. Neste ponto, admite-se
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gue os poros se tornaram saturados com etanol. A porosidade dos corpos de prova

foi calculada a partir da Equacéo 5.

w2 -wi

Porosidade (%) = x 100 ©)

onde W1 e W2 sdo 0s pesos dos suportes porosos antes e depois da imersao em
etanol absoluto, respectivamente; d € a densidade do etanol absoluto a temperatura
ambiente de 25 °C e V € o volume dos suportes porosos que foram obtidos a partir
dos dados de comprimento, largura e altura medidos com o auxilio de um paquimetro
digital de 0 a 150 mm — Digital caliper marca COSA. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

3.8.5 Ensaios de intumescimento

Foram realizados ensaios de intumescimento dos suportes porosos em
solucéo tampao fosfato pH 7,4 a temperatura ambiente. Os géis secos (Ms) e pesados
foram imersos em soluc¢ao tampao pH 7,4. O ensaio teve duracdo de duas horas e
retirou-se os corpos de provas em intervalos de 10 min, as superficies dos géis
intumescidos foram secas com papel filtro e a sua massa medida (Mu). O

intumescimento foi obtido pela Equacéo 6, o ensaio foi realizado em triplicata.

. Mu— M
Intumescimento = uMS 2 (6)

3.8.6 Teste de Degradacéao in vitro

A degradacéo dos scaffolds foi avaliada segundo metodologia descrita por
Balakrishnan et al. (2017). Cada amostra de hidrogel seco por liofilizag&o foi pesada
e colocada em PBS (pH 7,4) para atingir o intumescimento maximo (24 h). Os
scaffolds intumescidos foram colocados em 20 mL de PBS (pH 7,4; T = 37°C) e uma
agitacdo constante de 100 rpm. As amostras foram removidas da solugcdo em
intervalos especificos de tempo (0,3,7,14, 21, 28 dias) e lavadas com agua destilada.

As amostras lavadas foram secas usando liofilizagdo e a perda de massa da amostra



38

foi monitorada ao longo do tempo com base na massa inicial das amostras. A

porcentagem de degradacao foi calculada usando a Equacéao 7:

Massa Inicial seco — Massa seca ap6s degradagio

Degradacao (%) =

x 100 @)

Massa inicial seco

3.8.7 Anélise das propriedades mecéanicas dos scaffolds

Os scaffolds (diametro = 17,5 mm, altura = 7,0 mm) foram previamente
intumescidos em PBS durante 24 h e submetidos a ensaios de compressao mecanica
uniaxial até 90% de deformacdo, utilizando maquina universal EMIC (modelo DL -
3000) a temperatura ambiente (25 °C). Para andlise foi utilizada uma célula de carga

de 50 N e uma velocidade de carregamento de 1 mm min™2,

A curva de tensdo-deformacgdo, obtida por meio dos ensaios de
compressao gerada durante a analise foi usada para calcular o modulo Young (mdédulo
de compressao). Esse mdédulo mede a rigidez das amostras, através da secéo linear
inicial da curva, ou seja, na faixa de tensdo de 0-20%. A tensdo de compressao
maxima (Omax) pode ser o ponto no qual o scaffolds se rompeu completamente ou a
tensdo maxima foi atingida, uma vez que alguns nao fraturaram até uma deformacéo
de 90%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagcdo da goma do cajueiro oxidada (GCOx)

4.1.1 Determinacdo do grau de oxidacao por titulagcdo potenciométrica

Foi utilizada a goma do cajueiro purificada seguindo o método de
Rodrigues; Paula; Costa, 1993 em todas as andlises. A reac¢do da GC oxidada (GCOx)
com NalOs4 é mostrada na Figura 12. A presenca dos grupos dialdeidicos foram
confirmadas utilizando método de titulacdo poténciométrica com cloridrato de

hidroxilamina.

Figura 12 - Reacéo de oxidacdo de uma unidade de galactose da cadeia lateral da goma do cajueiro.

OHTH UNIDADE DE GALACTOSE OH
|
4&5/0 NaIO4 / (0) +4NaIO3+4H20
S
2 \ — + HCOOH
HO\3/ $1__0 25 OC, 24 h 0 o
4 OH \R N\ N
(0]
, R
GOMA DO CAJUEIRO GALACTOSE DUPLAMENTE OXIDADA

Fonte: préprio autor.

O grau de oxidacéo foi definido como a quantidade de unidades oxidadas
por 100 unidades monossacaridicas. Como em cada unidade oxidada ha a presenca
de dois grupos aldeidicos, sdo necessarios dois mols de NH20H.HCI, por isso que na
Equacao 4 a quantidade de material é dividida por dois.

Na Figura 13, foi observado a reacdo de uma unidade de manose oxidada
com NH20H.HCI, formando como produto o derivado polioximico (C=N-OH). Nessa
reacdo ha a ocorréncia de um ataque nucleofilico proveniente do nitrogénio a
carbonila da unidade oxidada, levando assim a formacao de uma ligacdo N=C com a
liberacdo de HCI e 4gua. O teor de grupos aldeidos em porcentagem foi calculado por
titulacdo potenciométrica, através do HCI que foi liberado na reacdo com NaOH

padronizado na concentragéo de 0,0989 mol L.
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Figura 13 - Representacdo da reacdo entre uma unidade de manose oxidada e NH2OH.HCI.
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Fonte: préprio autor.

A Tabela 3 apresenta os valores dos graus de oxidagao tedricos e reais
para os derivados de GCOx, bem como os valores de volumes de NaOH (mL) que
foram gastos para neutralizar o HCI liberado. Observa-se como esperado que quanto
maior a quantidade adicionada de periodato de sédio, maior é o grau de oxidacao dos
derivados. Além disso percebe-se uma diferenca entre os valores obtidos do grau de
oxidacdo tedrico e o grau de oxidacao real. Isso pode ser explicado através da
formacao de hemiacetais que séo estruturas geradas a partir da reacdo de um alcool

e um grupo aldeido préximos.

Tabela 3 - Dados reacionais da goma do cajueiro com periodato de sodio a temperatura ambiente.

Rendimento final

Amostra® Volum((r—:'ndL?dNaOH O?(?g;g%ie (%d: r;enz:(;ilga)f
GCOx 20 1,91 15,2+ 0,02 85+1,4
GCOx 35 3,64 29,2 +0,48 82+1,2
GCOx 50 521 41,3+ 0,31 79+11

¢ A nomenclatura 20, 35 e 50 indica a % ted6rica em mol de NalOs adicionado a unidade
monossacaridea.
dVolume de NaOH gastos para neutralizar o HCI liberado.

¢ % mol definido como (a quantidade de aldeido determinado pelo cloridrato de hidroxilamina permitindo
reagir com hidroxilamina/ 2 x unidades monossacarideas) x 100.

fRendimento final em % em massa da reacao, feito em ftriplicata.
Fonte: préprio autor.

Os hemiacetais envolvem grupos hidroxilicos em sua formacdo. No caso da
goma do cajueiro oxidada com periodato, estes grupos sdo OH que nao foram
convertidos pelo periodato e séo, de certo modo, involuntariamente protegidos de um

novo ataque do ion periodato. Quanto maior o numero de grupos aldeidicos, maior a
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guantidade de hemiacetais formados, e por consequéncia quanto maior o grau de

oxidacao, maior sera a diferenca entre os valores teoricos e reais.

Os valores de rendimento final da reacdo de oxidacdo foram entre 85 e
79%, o que estd de acordo com os valores encontrados para oxidacdo de
polissacarideos com periodato de sédio na literatura: Xilana (80%) (AMER et al.,
2016), goma arabica (80—-85%) (SARIKA et al., 2014) e alginato (90%) (BANIASADI
et al., 2016).

4.1.2 Espectroscopia de absorbancia naregiédo do infravermelho (FTIR)

A goma do cajueiro foi oxidada com NalO4 para dar origem ao derivado
oxidado. A reacdo acontece via mecanismo de clivagem de ligacédo concertada de um
éster iodato ciclico intermediario de 5 membros, que leva a formacdo dos
grupamentos aldeido e a abertura do anel monossacarideo (WANG et al., 2013). Para
a oxidacdo com periodato se processar € necessario que haja didis vicinais na
estrutura do polissacarideo. Estes grupos (OH) devem estar orientados em uma
posicdo equatorial-equatorial ou axial-equatorial para a reacdo poder ocorrer
(KRISTIANSEN, POTTHAST E CHRISTENSEN, 2010), caso contrario a formacao do
intermediario éster iodato ndo ocorrera e a reagcdo nao prosseguirad. A Figura 14,
mostra o espectro de FTIR da goma do cajueiro e seus derivados oxidados. Os
espectros apresentam bandas muito similares, como a banda em 3405 cm™ que é
referente ao estiramento vibracional do grupo O-H, em 2933 cm-* (atribuida a vibracédo
de estiramento simétrico e assimétrico de C-H), em 1639 cm™ que esta associada com
a presenca de agua (KOUTSIANITIS et al., 2015) .Observa-se em 1366 cm
(estiramento O-H) e 1200-800 cm (vibracbes de estiramento C-O e C-C do
hexapiranosil). As bandas em 1150, 1082 e 1045 cm™ sdo referentes ao estiramento
de C-O-C e deformacdes dos grupos O-H das unidades glicosidicas (SILVA et al.,
2010).

Nos espectros dos derivados oxidados GCOx 20, GCOx 35 e GCOx 50
além das bandas que sdo caracteristicas da goma do cajueiro, € observada uma
banda de estiramento de fraca intensidade em 1735 cm como destacado na Figura
14b, que é atribuida a ligacdo C=0 dos grupos carbonilicos de aldeidos nas unidades

oxidadas, o que evidencia a oxida¢ao do polissacarideo (KIM et al., 2017; LEITE et
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al., 2017). A fraca intensidade desta banda é atribuida na literatura a formacao de

estruturas hemiacetalicas intra- e intermoleculares que sdo formadas por ataque

nucleofilico ao grupo carbonila.

Figura 14 — Espectro de FTIR da GC n&o modificada e os derivados oxidados (a) e regido ampliada
entre 1760 a 1535 cm! do espectro (b).
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Fonte: préprio autor.

4.1.3 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A Figura 15 mostra o cromatograma de permeacao em gel para a goma do

cajueiro e seus derivados dialdeidicos.
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Figura 14 - Cromatograma de GPC para as amostras de goma do cajueiro (GC) e seus derivados
(GCOx).
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Fonte: préprio autor.

Os valores de Mpk, que sdo mostrados na Tabela 4, foram obtidos através
da Equacéo 8 que relaciona o volume de eluicdo com a massa molar de pico estimada,

utilizando a curva de calibracdo com padrdes de pululana.

Log Mpk: 14,6827 — 1,06967 Ve (R= 0,987) 8)

Tabela 4 - Comparacédo dos valores da massa molar da GC e seus derivados oxidados (GCOx).

Amostra Ve (ML) Mpk X 10-°(g/mol)
GC 8,87 1,58
GCOx 20 8,91 1,43
GCOx 35 8,95 1,28
GCOx 50 9,01 1,12

Fonte: préprio autor.

Os resultados da massa molar de pico obtidos por GPC mostraram um
pequeno aumento nos volumes de eluicdo com o aumento do grau de oxidacao dos

derivados da goma do cajueiro, registrando assim, uma diminuicdo da massa molar



44

de pico (Mpk), como mostrado na Tabela 4. Esse fato é atribuido a uma maior clivagem
das cadeias poliméricas (devido a quebra das ligacdes glicosidicas das cadeias
laterais do polissacarideo), causadas pela reacdo de oxidacdo que depende
diretamente das quantidades estequiométricas utilizadas de periodato de sédio em
solucéo. Resultados semelhantes foram observados para o alginato de sodio oxidado
(DING et al., 2017) e para dextrana oxidada (CABRAL et al., 2014).

4.2 Caracterizacdo da carboxietil quitosana (CEQ)

4.2.1 Espectroscopia de absorgédo naregiao do infravermelho (FTIR)

A Figura 16 mostra os espectros da quitosana e de seus derivados em

diferentes graus de substituicao.

Figura 15 - FTIR da Quitosana (QT) e Carboxietil Quitosana (CEQ A e CEQ B) em pastilhas de KBr.
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Fonte: proprio autor.

Os espectros apresentam bandas muito similares como em 3000 - 3690
cm tendo uma intensidade maxima em 3398 cm que é atribuida as vibracdes de

estiramento axial das ligagbes OH e com uma sobreposi¢cdo a banda de estiramento
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da ligacdo N-H. As bandas em 2921 cm e 2875 cm séo atribuidas as vibracdes de
estiramento simétrico e assimétrico das ligacbes de C-H e ligacbes de hidrogénio,
respectivamente (XU, AOTEGEN E ZHONG, 2017). Essas bandas séo caracteristicas
de polissacarideos e sdo encontradas em outros espectros de outros polimeros como
xilana (MELO-SILVEIRA et al., 2012), carragenana (EL- AASSAR et al., 2015) e
alginato (YAN et al., 2017). A presenca de grupos residuais N-acetil foi confirmada
pelas bandas em 1656 cm™ (C=O estiramento da amida 1) e 1321 cm™ (C-N
estiramento da amida lll), respectivamente. Nao foi observada a pequena banda em
1550 cm™ que corresponde a N-H da amida I, sendo sobreposta por outras bandas
(LIM e HUDSON, 2004). A deformacéo simétrica das ligacbes de C-H em grupos
metilénicos (CHz) e metilicos (CHz) foi confirmada pela presenca das bandas em 1424
e 1370 cm™, respectivamente. A banda de absor¢do em 1148 cm™ é atribuida ao
estiramento assimétrico da ligacdo C-O-C. As bandas em 1076 e 1032 cm™
correspondem ao estiramento de C-O. Comparando os espectros dos derivados,
observa-se o aparecimento de dois novos picos em 1571 e 1408 cm™ no espectro da
CEQ A e CEQ B, que é atribuido ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo —
COO" (HUANG et al., 2016; QU et al., 2017), indicando assim a introducéo do grupo

carboxilato no polissacarideo.

4.3 Preparacdao e caracterizacao dos géis de GCOx-CEQ

A goma do cajueiro apresenta em sua estrutura hidroxilas vicinais que
podem ser facilmente modificadas através da reacdo com periodato de sodio para
formar grupos aldeidicos. Esses grupos servem como um bom reticulador
macromolecular para polissacarideos que contenha em sua cadeia grupos amino
livres, como é o0 caso da quitosana. O processo de reticulagdo acontece
principalmente devido a formacdo de base de Schiff e formagcdo de hemiacetal
intercadeia, no entanto interagdes secundarias como ligacdes de hidrogénio entre a
CEQ e/ou GCOx também podem estar envolvidas durante a formagéo do hidrogel. A
Figura 17 mostra uma representacao esquematica das etapas envolvidas na sintese

de formacgé&o do hidrogel.



Figura 16 - Reacao entre GCOx e CEQ para formacao da Base de Schiff
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Fonte: préprio autor.

4.3.1 Ensaios reoldgicos

4.3.1.1 Tempo de gelificacédo

Com a finalidade de investigar a influéncia do grau de oxidacdo da GC na

modulos de G’ e G” com o tempo.

formacdao dos géis, foi realizado um ensaio reolégico com GC nédo oxidada com a CEQ
A e outro ensaio com GCOx 20 — CEQ A. A Figura 18 apresenta a evolugdo dos
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Figura 17 - Evolugao dos modulos G’ e G” com o tempo para: (a) GC-CEQ-A e (b) GCOx 20 - CEQ A
na concentracéo de 2% (m/v) e razéo de 1:1 (v/v).
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Fonte: préprio autor.

Observa-se que para a GC nao oxidada os valores do moédulo de perda G”
sao superiores ao moédulo de armazenamento G’ durante todo o intervalo de tempo
estudado. Isto &, a solucdo ndo se caracteriza como um gel, mas com caracteristicas
de um liquido viscoso. Comparando com a formulacdo de GCOx, observa-se que G’
possui valores maiores que o G” ao final de t= 3600 s indicando a formacao de um gel
com crossover definido em t=775 s. Assim conclui-se que a diferenca entre as duas
formulacbes pode ser explicada pela reacdo dos grupos aldeidicos presentes na
GCOx-20 e os grupos amino da CEQ, formando a Base de Schiff. Na GC né&o
modificada ndo ha grupos aldeidicos em sua estrutura e por isso ndao houve a reacao
de reticulacdo dos polissacarideos. Magalhdes, 2013, trabalhando com suportes
porosos (scaffolds) a base de gelatina e goma do cajueiro oxidada para engenharia
de tecidos, observou comportamento semelhante, quando se utilizou a GC nao

modificada para o estudo da influéncia da reacéo de oxidacéao.

E muito importante conhecer o tempo de gelificac&o (tgel), pois esse valor
irA expressar o inicio da formacéao dos géis. O tgel € importante para a aplicacdo como
hidrogéis injetaveis, pois uma reticulacdo rapida pode provocar a formacéo do gel
antes mesmo de sua inje¢cao, ao mesmo tempo que uma gelificacao lenta ocasionaria
uma disseminacgao dos percusores do hidrogel para longe do local de injecdo (LU et
al., 2015). E além disso, garante que na preparacdo dos scaffolds pré-formados a
reagcdo estard completa quando os géis forem submetidos ao processo de

congelamento e liofilizagao.



48

Existem diferentes métodos de se determinar o tempo de gelificacao tgel,
sendo um dos mais comuns, o método de inversdo de tubo, que consiste em uma
andlise visual. Inverte-se o tubo em intervalos regulares de tempo a uma temperatura
constante, em banho termostatico até nenhuma fluidez ser observada (PONTREMOLI
et al., 2018). Outro método bastante conhecido é o da barra magnética, com formacao
de globulo (DORRAJ; MOGHIMI, 2015), além do acompanhamento por analise em
redbmetro (DOMINGUES et al., 2015) .

Neste trabalho, o tgel fOi determinado por comparacao entre dois métodos,
utilizando reébmetro, no qual analisou-se os modulos G’ e G” durante o processo de
gelificacdo, e visualmente, pelo método da barra magnética.

A Figura 19 mostra a evolugdo do G’ (médulo de armazenamento) e G”
(médulo de perda) com o tempo para os diferentes sistemas de polissacarideos

GCOx-CEQ com o intuito de avaliar o crossover t(gel).

Figura 18 - Evolugdo do modulo de armazenamento (G’) e de perda (G”) com o tempo para GCOx-
CEQ 2% (m/v) na razédo 1:1 a 37 °C. O tempo de cruzamento G’ e G” é denominado como crossover
tgel (ponto de gelificacéo).
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Fonte: préprio autor.

Na Figura 19 € observado que alguns sistemas apresentam a transi¢cao de sol-
gel, mas ndo € possivel a sua deteccao pelo método utilizado, pois o crossover ocorre
rapidamente, como é o caso das formulagdes GCOx 35 — CEQ B e GCOx 50 — CEQ
B mostrando valores de G’ superiores ao G” no inicio das analises, indicando que o
tempo de gelificagcdo ocorreu antes mesmo de se inicializar a analise no redbmetro.

Para as demais formulagdes foi observado que no inicio os sistemas se comportaram
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como um fluido viscoso (sol), pois G” foi maior que G’. Com o passar do tempo os
valores de G’ e G” aumentam moderadamente, evidenciando assim a ocorréncia da
reticulacdo quimica através da formacdo da Base de Schiff. Contudo, o modulo de
armazenamento G’ teve um aumento progressivo e mais rapido que o médulo de
perda G”, notando assim o ponto de gelificacdo (crossover). Depois de
aproximadamente 1000s as formula¢des alcancaram um platd, indicando que o

processo de reticulacao foi concluido.

A Tabela 5 mostra os valores de tgel Obtidos com redmetro e pelo método

da barra magnética.

Tabela 5 - Tempo de gelificacao para os hidrogéis (concentragéo de 2% (m/v) e temperatura de 37 °C)
formulados a partir de GCOx e CEQ.

CEQ-A CEQ-B
Amostras 9 tgel " tgel 'G 9 tgel " tgel 'G
(min) (min) (Pa) (min) (min) (Pa)
GCOx - 50 2,36 + 0,09 2,68 627 1,00 + 0,04 - 1583
GCOx - 35 4,77 £ 0,09 4,89 272 1,52+0,13 - 823

GCOx -20 14,89+0,22 15,58 23 3,54+0,04 2,98 230

9 tgel determinado pelo método da barra magnética

h tge determinado reologicamente

" Valores referentes ao modulo de armazenamento G’
Fonte: préprio autor.

Comparando os dois métodos, foram observados valores aproximados e
gue os tempos de gelificacéo obtidos por reologia foram superiores aos obtidos pelo
método da barra magnética, indicando assim que o método no rebmetro € mais
preciso comparado com o método visual da barra magnética. Os valores nos dois
métodos mostram a influéncia do grau de oxidacéo nas formulacdes, pois 0 aumento
do grau de oxidacdo de 20% a 50% reduziu consideravelmente os valores de tgel de
15,58 para 2,68 minutos, indicando que uma maior quantidade de grupamentos
aldeidicos proveniente da goma do cajueiro oxidada influencia diretamente no

aumento da reticulacéo e por consequéncia na reducéo dos valores de tgel.
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Os valores de tgel OCOrrerem em sua maioria entre 1 a 5 min, mostrando que
todas as formulacdes podem ter aplicacBes biomédicas como suportes porosos e

também como hidrogéis injetaveis. (FATHI et al., 2014).

Foi observado que o grau de substituicdo da CEQ também tem sua
influéncia nos valores de tgel € G’. Na Tabela 5, verifica-se que as formulagbes com
CEQ-A apresentam tgel maiores e valores de G’ menores que as formulagées CEQ-B,
pois o sistema CEQ-B apresenta um menor grau de substituicho da quitosana
comparado com CEQ-A, fazendo com que haja um maior nUmero de grupamentos
amino livres para reagir com o0s grupamentos aldeidicos da GCOX, resultando assim

em um maior grau de reticulacéo dos hidrogéis e por consequéncia um menor tgel.

4.3.1.2 Efeito da concentracdo dos polimeros

Com o intuito de analisar a influéncia da concentragdo dos polimeros na
formacao dos géis e eventual escolha das condi¢bes para utilizagdo no trabalho e
determinar a concentracdo otima de formacdo dos géis, foram realizados ensaios
reologicos com diferentes concentractes de GCOx/CEQ (3%, 2%, e 1%) para ambos
os polissacarideos modificados na razédo de 1:1 (v:v), com todas as suas diferentes
composicdes e na temperatura de 37° C.

A Figura 20 mostra a evolugdo do G’ (moédulo de armazenamento) e G”
(md6dulo de perda) com o tempo para as diferentes concentragdes das misturas de
polissacarideos (GCOx50/CEQ A e GCOx50/CEQ B).

Os graficos que apresentam a variagéo de G’ e G” com o tempo, para a
formacao dos géis em diferentes concentracdes a partir da goma do cajueiro oxidada
nos graus de oxidacdo de 20, 35 em comparacdo com 50, sdo apresentados no

Apéndice A.
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Figura 19 - Moédulos G’ e G” em fungéo do tempo durante a gelificagdo dos sistemas GCOx 50 — CEQ
A (a) e GCOx 50 — CEQ B (b) em diferentes concentracdes.
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Fonte: préprio autor.

A partir dos gréaficos apresentados observa-se uma relacdo entre o0s
modulos de G’ e G” com a concentracido dos polissacarideos. Os valores de G’ e G”
aumentam a medida que a concentracdo dos polimeros aumenta de 1% a 3% (m/v),
como observado também, para as amostras obtidas com GCOx20 e GCOx35
(Apéndice A). Isso indica que um aumento da concentragdo da GCOx-CEQ eleva a
probabilidade de choque entre os grupos aldeidos da GCOx e 0s grupos amino livres
da CEQ, aumentando as chances de haver a formacao de mais pontos de reticulacéo
pela formacéo da Base de Schiff, levando a formacéo de géis mais firmes.

Para solugdes de 1% (m/v), os valores de G’ iniciaram consideravelmente
menores que o G”, mas com o tempo os valores de G’ aumentam a uma taxa
moderada, sugerindo assim formacao mais lenta dos pontos de reticulacéo entre a
GCOx e a CEQ. No entanto, pode-se notar que os valores de G’ sdo relativamente
baixos indicando que os géis apresentam em sua estrutura uma baixa reticulacao e
por consequéncia sdo tidos como hidrogéis fracos.

Para solugbes de 2% e 3% (m/v) os valores iniciais de G’ excedem
consideravelmente o valor de G” atribuindo-se a formacdo de redes elasticas
tridimensionais, sugerindo-se que os hidrogéis encontram-se mais reticulados.

A concentracao de 3% (m/v) dos polimeros apresentou 0os maiores valores
de G’, no entanto, os polissacarideos CEQ-A ou CEQ-B nessa concentracdo

apresentam uma alta viscosidade, dificultando sua dissolucéo e pipetagem. Por esse
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motivo optou-se em utilizar a concentracao de 2% (m/v) na qual os géis apresentaram

elevado valor de G’, boa solubilidade e fluidez.

4.3.1.3 Efeito da temperatura

A Figura 21 mostra o efeito da temperatura na gelificagcdo em funcéo do
tempo das formulagbes GCOx 50 — CEQ A e GCOx 50 — CEQ B (concentracao 2%
(m/v), razédo 1:1 (v/v)) em diferentes temperaturas variando de 20-60 °C.

Os gréficos que apresentam a variagdo do médulo G’ com o tempo durante
0 processo de gelificacdo em diferentes temperaturas, para a formacédo dos géis a
partir da goma do cajueiro oxidada nos graus de oxidag&o de 20, 35 em comparagao

com 50, sdo apresentados no Apéndice B.

Figura 21 — Dependéncia do médulo elastico G’ com o tempo durante o processo de gelificagao da
GCOx 50— CEQ A (a) e GCOx 50 — CEQ B (b) em diferentes temperaturas.
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Fonte: préprio autor.

7

Como ilustrado, é observado que o0 tempo necessario para ocorrer a
gelificagdo dos sistemas é dependente da temperatura. O rapido aumento de G’ pode
estar relacionado a velocidade de reticulacdo entre os grupos amino livres da
quitosana e os grupos aldeidicos da GCOx, esses dois regimes atingem valores
maiores a medida que a temperatura aumenta, ocasionado por uma maior aceleracéo
molecular, aumentando assim as chances de haver interacdes inter e/ou
intramolecular. Weng; Chen; Chen (2007) trabalhando com Schizophyllan oxidada e

gelatina observaram comportamento semelhantes para diferentes temperaturas.
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Para calcular a energia de ativagéo (Ea) envolvida durante o processo de
gelificacdo de todas as formulacdes, foi utilizada a Equacédo de Arrhenius (WENG,;

CHEN; CHEN, 2007).

In (AG’/M Jin =K -EITa X % 9)
Onde (AG’/At) é a taxa de gelificagdo no intervalo de tempo de 1h, T é a temperatura
em Kelvin, R é a constante universal dos gases 8,314 J mol-'K1 e k € uma constante.
A Figura 22 mostra o grafico semi-log do tempo de gelificacdo em funcao
do inverso da temperatura da GCOx-CEQ com diferentes graus de oxidacédo. Para
todas as formulacdes, o coeficiente de linearidade foi em média 0,987. Além disso, 0s
sistemas apresentaram diferentes valores de inclinacéo da reta, sugerindo que a Ea €
dependente do grau de oxidagdo da GCOx e da substituicdo da CEQ. A taxa de
gelificacdo da GCOx-CEQ a qualquer temperatura pode ser prevista com o auxilio
da Ea.
Os valores de Ea obtidos para todas os sistemas sdo encontrados na
Tabela 6, como observado, ao aumentar o grau de oxidacdo (GCOx) ou uma maior
quantidade de grupamentos amino livres (Comparacéo entre CEQ A e CEQ B) das
reacoes, mais colisdes efetivas iram acontecer por ter uma maior quantidade desses
grupos, levando a um aumento da reticulacao tornando as reacdes mais favoraveis,
pois quanto menor a Ea, menor sera a “barreira” de energia necessaria para a
formacdo dos hidrogéis, e portanto uma reacdo mais rapida. Valores proximos foram
encontrados por Fang; Takahashi; Nishinari, (2005), que ao trabalhar a partir de
Schizophllan oxidada e Gelatina obtiveram valores de Ea igual a 100,4 kJ mol.

Figura 20 - Grafico da taxa de gelificagcdo (AG’/At) contra o inverso da temperatura (1/T) do processo
de gelificacdo dos sistemas GCOx-CEQ com diferentes graus de oxidacao.

21 2,04
1,5 °
1,04

0,54

Ln (AG'/AT) 1p
e
L)
L)
Ln (AG'/AT) 1p,
9
/

0,04

= GCOx 20-CEQA
e GCOx 35-CEQA
5] a Gcoxs0-CEQA

‘0591 & Gcox20-CEQB
e GCOx 35-CEQB

109 L. Gcox50-CEQB

0,0b30 0,0631 0,0632 0,0'033 0,0634 0,0630 0,0bSl 0,0632 0,0633 0,0634
o UT (K1) T (K1
Fonte: préprio autor.



54

Tabela 6 - Valores de energia de ativacdo (Ea) para o processo de gelificacdo dos sistemas GCOx-
CEQ com diferentes graus de oxidacao.

Ea (K -1
Amostras CEQ-A a (kJ mOCIZE)Q- B
GCOx =50 28,4 17,1
GCOx - 35 49,9 20,8
GCOx - 20 92,9 30,9

Fonte: préprio autor.

4.4  Espectroscopia de absorbancia naregiédo do Infravermelho (FTIR) dos
géis de GCOx-CEQ

A Figura 23 apresenta os espectros da GCOx 50, CEQ A e dos géis
formados a partir da GCOx 50 — CEQ A (Liofilizados).

Figura 21 - Espectro de infravermelho de CEQ A, GCOx 50 e do gel GCOx 50 — CEQ A.
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Fonte: préprio autor.

Foram observadas bandas comuns dos materiais percussores desses
hidrogéis, como as bandas em 3405 e 1080 cm™ atribuidas ao estiramento O-H e
estiramento C-O-C de ligacao glicosidica oriunda da goma do cajueiro oxidada, e dos
grupos residuais N-acetil em 1656 cm™ (C=0 estiramento da amida 1) e 1321 cm™
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(C-N estiramento da amida Ill) da quitosana. A reacdo da Base de Schiff entre os
grupos aldeidos provenientes da GCOXx e dos grupos amino da CEQ levam a formacéo
da ligacdo imina (C=N) que apresenta uma banda caracteristica em 1637 cm™.
Contudo essa banda nado foi observada no espectro, pois possivelmente foi
sobreposta pela banda de amida | nessa regido. No entanto, podem ser observadas
algumas evidéncias da reacao de base de Schiff (formacéo da ligacao imina), como a
diminuicdo da banda em 1576 cm™ proveniente da CEQ A que é atribuido a banda N-
H da amina primaria, e o desaparecimento da banda de estiramento em 1735 cm-?
caracteristica da ligacao de aldeido (C=0) proveniente da GCOx 50, sugerindo que

esses grupos foram utilizados para a reacéo de reticulacéo.

4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As morfologias dos suportes porosos a partir dos géis de GCOx-CEQ foram
avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura (Figura 24), com géis obtidos pelo
método freeze-drying (congelamento seguido de secagem por liofilizacdo), onde
possibilita a origem de estruturas porosas com diametros, formas diferentes e uma
distribuicdo homogénea.

A morfologia dos hidrogéis € um dos parametros mais importantes para a
aplicacdo na engenharia de tecidos. Para ocorrer o crescimento tecidual, devera
existir uma rede porosa e interconectada, possibilitando uma adesdo e uma
proliferacéo celular, bem como a difuséo e troca de nutrientes e oxigénio (YAN et al.,
2016).

As micrografias MEV da secc¢dao transversal dos géis de GCOx-CEQ B saos

mostradas na Figura 24 (a-c).
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Figura 22 — Micrografias MEV da secéo transversal dos géis de GCOx-CEQ em seus diferentes graus
de oxidagdo: (A) GCOx20-CEQ B; (B) GCOx35 — CEQ B; (C) GCOx 50- CEQ B.

Fonte: préprio autor.

A rede porosa interna dos hidrogéis pode ser facilmente observada nas
imagens, podendo-se notar também que a morfologia e a distribuicdo aleatéria dos
poros foram influenciadas pelo aumento do grau de oxidacdo da GC, o qual é uma
vantagem do método utilizado nesse experimento (freeze-drying) (AGUA et al., 2018).
A partir das micrografias e da figura do tamanho médio dos poros apresentada no
apéndice C, percebe-se que ao aumentar o grau de oxidacdo da GCOx provoca-se
um aumento do tamanho médio dos poros. O gel de GCOx 20 — CEQ B, apresentou
o0 menor tamanho médio de poros com valor de 63 + 6 um, possivelmente esse grau
de oxidagao nédo propiciou a formacao de uma estrutura tridimensional estavel. Esses
dados estdo de acordo com 0s experimentos reol6gicos, nos quais 0s géis com grau
de oxidacao de 20% apresentaram menores valores de G’. Isto indica a formacéo de
géis mais fracos e consequentemente com poucos pontos de reticulacdo. Apenas a
partir do grau de oxidacdo da GCOx 35, que obteve um gel com tamanho médio de
132 + 12 um, e GCOx 50 com média de 244 + 24 um, observou-se a formacao de
estruturas tridimensionais estaveis, com redes interconectadas. Os valores de
tamanho de poros obtidos neste estudo estdo na faixa recomendada para aplicacdes
gerais de engenharia de tecidos que esta entre 50 a 400 um. (CUI et al., 2014; FOSS
et al., 2013).

4.6 Porosidade

A porosidade, tamanho médio dos poros e sua rede interconectada estéo

entre as propriedades mais importantes dos scaffolds nas engenharia de tecidos, pois
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essa propriedade permite a penetracdo, crescimento e proliferacdo celular, assim
como a vascularizacdo (PERSSON et al., 2018; SARKER et al., 2016).

A Figura 25 mostra a porosidade dos géis de GCOx — CEQ realizada pelo

meétodo de infiltracdo em etanol e calculada pela Equacao 5.

Figura 23 - Valores de porosidade, dos géis de GCOx-CEQ em diferentes razdes de graus de
oxidacdo de GCOx e substituicdo de CEQ.
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Fonte: préprio autor.

A porosidade dos scaffolds mostraram uma concordancia com o resultado
dos didametros médios dos poros obtidos por MEV. Pode-se observar que os géis de
GCOx 20 - CEQ A e GCOx 20 - CEQ B apresentaram valores médios de porosidades
de 26,8 + 0,57% e 37,4 + 0,17%, seguidos por GCOx 35 - CEQ A e GCOx 35 - CEQ
B (53,0 + 0,09 e 58,0 £ 0,30) e os géis de GCOx 50 — CEQ A e GCOx 50 - CEQ B
obtiveram valores de porosidade de 64,8 + 0,52 e 69,2 + 0,34. A maior porosidade é
encontrada nos scaffolds com maior grau de oxidagéo (GCOx 50-CEQ). Esses valores
estdo de acordo com estudos anteriores que relataram que scaffolds acima de 50%
de porosidade sdo ideais para aplicacbes em engenharia de tecidos
(KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005; YOOK et al., 2012).



4.7 Ensaio de Intumescimento

O instumescimento dos hidrogéis, ou seja, a capacidade de absorver agua,
€ uma das mais importantes caracteristicas dos biomateriais para engenharia de
tecidos (NAIR et al., 2015). A absorcao de agua leva a um aumento do diametro médio
dos poros dos suportes porosos que influencia diretamente na absorcéo de fluidos

corporais, no transporte de nutrientes celulares e na migragdo de moléculas bioativas

através das redes interconectadas da sua estrutura 3D (VALENTE et al., 2013).

A Figura 26 e a Tabela 7 apresentam o intumescimento dos géis de

GCOx/CEQ em diferentes graus de oxidacao e de substituicdo da CEQ.

Figura 24 - Intumescimento dos hidrogéis com duas horas em PBS pH 7,4
(concentracdo 2% (m/v) e razdo 1:1 (v/v)).
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Fonte: préprio autor.

A Tabela 7 exibe os valores médios de intumescimento com duas horas de

imersdao em PBS.

Tabela 7 - Intumescimento médio dos scaffolds em diferentes graus de oxidagdo da GCOx e

25

substituicdo da CEQ em PBS a temperatura ambiente.
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Intumescimento (PBS)

Hidrogel

CEQA CEQB
GCO020 34,7+0,9 350+0,3
GCO35 37,4+0,2 39,5+0,3
GCO50 399+04 41,3+0,2

Fonte: préprio autor.
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Pode-se notar que durante todo o periodo de duas horas os géis de
GCOx/CEQ, nas diferentes condi¢des, apresentaram valores de intumescimento
praticamente constante. Esse perfil mostra-se importante, pois previne a perda de
fluidos e de nutrientes corporais dentro do tempo do experimento, quando aplicado
como suporte poroso. O resultado de intumescimento esta de acordo com a analise
de porosidade, os hidrogéis de GCOx50-CEQ A e GCOx50 — B foram os que mais
intumesceram, logo é observado que ao aumentar o grau de oxidacdo o
intumescimento médio aumenta, isso pode ser explicado pela estrutura entrelacada
dos hidrogéis. Assim, possivelmente um maior grau de oxidacdo da GC levara a um
grande numero de grupos aldeidos disponiveis para reagir com 0s grupos amina da
carboxietil quitosana, proporcionando uma elevada quantidade de ligagbes cruzadas,
podendo assim levar a uma maior capacidade de reter elevadas quantidades de 4gua.
Resultados semelhantes de intumescimento foram encontrados por CAl et al., 2007,
para compositos de alginato de sédio oxidado com graus de oxidacéo 26,57 e 88%,
gelatina e Borax, em que neste estudo foi relatado que quanto maior o grau de

oxidacao maior intumescimento dos géis preparados com esses derivados.

4.8 Teste de degradacgéo in vitro

A Figura 27 apresenta a degradacéo in vitro dos géis de GCOx/CEQ em

diferentes graus de oxidacao.

Figura 25 — Cinética de degradacéo in vitro das diferentes formulacdes dos géis de GCOx-CEQ em
PBS (pH=7,4) a temperatura ambiente e 100 rpm.
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A degradacao in vitro nos diferentes graus de oxidacdo da GCOx e de
substituicdo da QT foram conduzidas em PBS (pH = 7,4), com o intuito de examinar a
perda de massa dos scaffolds a 37 °C e agitacdo de 100 rpm. Como mostrado na
Figura 27, nenhum dos scaffolds sofreu perda de massa consideravel nos primeiros 3
dias, seguida por uma degradacdo mais moderada ao longo do tempo estudado de
28 dias, confirmando assim que as diferentes formulacdes de CGOx-CEQ podem ser

degradadas hidroliticamente.

Observou-se que a degradacéo esta diretamente relacionada a quantidade
de pontos de reticulacdo formados através das ligacfes iminas (Base de Schiff). Pois
as formulagbes de CGOx 20-CEQ B apresentam um menor grau reticulagdo como
mostrado nos ensaios reoldgicos, resultando assim em um perfil com uma menor
perda de massa (aproximadamente 18,5%) entre as formulacfes estudadas. Nos
scaffolds formulados por CGOx 50-CEQ B, que possuem uma maior reticulacéo,
ocorre uma maior degradacao, média de 31,4% em seu peso em massa. Em geral, o
comportamento dos hidrogéis é altamente relacionado a quantidade de reticulacao
nos materiais (LEE; BOUHADIR; MOONEY, 2000).

Neste estudo, observa-se que os scaffolds tém capacidade de manter a
estrutura 3D em condic¢des salinas. Assim, uma degradacéo a longo prazo permitira a
manutencdo da estrutura do andaime durante o tempo necessario para permitir a
regeneracdo do tecido lesionado, podendo ser utilizados para aplicacbes de

cartilagem cuja regeneracao é frequentemente lenta (HUTMACHER, 2006).

4.9 Andlise das propriedades mecanicas dos scaffolds

As propriedades mecanicas dos scaffolds nas aplicacbes de engenharia
de tecidos sédo de grande importancia devido a necessidade da estabilidade estrutural
para suportar as tensdes ocorridas durante a cultura in vitro e a implantag&o in vivo
(MOREIRA-TEIXEIRA et al.,, 2011). O teste compressivo € usado para estudar a
relacdo entre tensdo e deformacdo dos materiais sob a acdo da presséao estatica
uniaxial.

A Figura 28 mostra as caracteristicas da curva tensdo-deformacédo dos
hidrogéis de GCOx com trés graus de oxidacéo de 20, 35 e 50% e CEQ B, realizadas
com os hidrogéis liofilizados e intumescidos em PBS por 24h.
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Figura 26 — Propriedades mecanicas dos scaffolds: (a) curva representativa de tensdo-deformacgéo
compressiva dos scaffolds hidratados de GCOx 20 — CEQ B, GCOx 35 - CEQ B e GCOx 50 — CEQ B
(A insercao do grafico, representa uma ampliacao da regido (0-20% de tenséo) usado para determinar
0 modulo de compresséao. (b) Resumo da tensdo maxima (cmax) e o0 médulo de compressao (E)).
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Como mostrado na Figura 28a, ambos os scaffolds de CGOx 35-CEQ B e
CGOx 50-CEQ B néao fraturaram apds uma deformacédo de até 90%, recuperando
quase completamente sua estrutura inicial apés a descompressdo. No entanto, a
formulacdo de CGOx 20-CEQ B exibiu uma estrutura mais fragil, fraturando-se em um
valor de tensédo de aproximadamente 55%. O modulo de compressao, bem como a
resisténcia a compressao de cada estrutura foram determinados a partir dos perfis da
curva de tensdo-deformacao que exibiram relacédo linear até aproximadamente 20% e
um comportamento nao linear acima desse valor.

Os médulos de compressao dos scaffolds nos diferentes graus de oxidagao
(20,35 e 50%, sobre 0-20% de tenséo) foram de 13,9+4,2 kPa, 69,916,5 kPa e
91,3+5,9 kPa, respectivamente. No geral, tanto a deformagdo maxima quanto o
modulo de compressédo aumentam com o grau de oxidacao, isso é ocasionado devido
ao aumento do numero de unidades oxidadas (formacdo da Base de Schiff),
acarretando uma maior densidade de reticulacdo covalente na estrutura e,
subsequentemente, um aumento na rigidez das amostras. (CUI et al., 2014).

A forte capacidade de suportar grandes tensdes e/ou recuperar a estrutura
do material durante o descompresséo é de extrema importancia para a reparacao de
tecidos de sustentacédo de carga, que sao frequentemente submetidos continuamente
a varias tensdes (RNJAK-KOVACINA et al., 2015). O médulo de compressao das
formulacbes da GCOx-CEQ, como observado na Figura 28b, foram moderadamente

baixos. No entanto os valores obtidos sdo da mesma ordem de magnitude dos
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relatados na literatura para tecidos moles do corpo, como cartilagem (entre 3 e 100
kPa), destacando o potencial dessas constru¢cdes como mimetizantes da MEC (CUI
et al., 2014; MACIEL et al., 2019).
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5 CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostraram que a goma do cajueiro foi
modificada por reacdo de oxidacdo em diferentes graus utilizando quantidades
distintas de periodato de sodio e a quitosana foi modificada por reacédo de adicao de
Michael utilizando acido acrilico, para a obtencdo da carboxietilquitosana em dois
graus de substituicdo, essas modificagdes foram confirmadas pelo aparecimento de
suas bandas caracteristicas no FTIR.

Os scaffolds foram sintetizados via reacdo base de Schiff. A partir das
andlises reoldgicas foram escolhidos a concentragdo de 2% (m/v) e a razéo 1:1 (v:v)
consideradas 6timas para a preparacao dos suportes porosos. Foi observado que com
o0 aumento do grau de oxidac&do ha formacao de estruturas mais rigidas, com maiores
pontos de reticulagdo e com menores tempos de gelificacdo, maiores porosidades,
maior distribuicio média do tamanho de poros, propriedades mecéanicas mais
elevadas e menores perdas de massa.

Conclui-se que a utilizacdo de matéria primas biodegradaveis e com baixas
toxidades tornam o0s suportes porosos a base de goma do cajueiro oxidado e
carboxietil quitosana como potencial aplicacdo na area dos biomateriais como: na
regeneracao tecidual, agentes de liberacdo de farmaco e/ou para preenchimento de
espacos, pois é possivel modular as propriedades desses scaffolds, a partir do grau

de oxidac¢éo ou do grau de substituicdo da carboxietil quitosana.
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APENDICE A - MODULO G’ E G” EM FUNGAO DO TEMPO DURANTE A
GELIFICACAO EM DIFERENTES CONCENTRACOES.
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APENDICE B — MODULO ELASTICO G’ EM FUNCAO DO TEMPO DURANTE O
PROCESSO DE GELIFICACAO DOS SISTEMAS EM DIFERENTES
TEMPERATURAS.
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APENDICE C — MEDIA DOS DIAMETROS DE POROS PARA GEIS DE
DIFERENTES GRAUS DE OXIDACAO DA GCOX.
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