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RESUMO

Os hidrogéis injetaveis sdao uma categoria de géis em que os precursores sao aplicados
diretamente no local desejado, onde ocorre a reticulagdo, e tem o objetivo de restaurar o tecido
lesionado. Polimeros naturais sdo indicados para sua sintese por apresentarem estruturas que se
assemelham a matriz extracelular. A quitosana ¢ um polissacarideo semissintético insoluvel em
agua, no entanto a sua solubilidade pode ser aumentada com modificagdes estruturais, como,
por exemplo, a inser¢do do grupo carboxietil na sua cadeia por meio da reacao de adigdo de
Michael com 4acido acrilico. A goma alfarroba ¢ uma galactomanana proveniente do
endosperma das sementes da Ceratonia siliqua que possui didis vicinais que podem ser
oxidados via reagao com periodato de sodio. Essa reacao produz um polialdeido que pode se
ligar aos grupos amina da quitosana por meio da reacdo de base de Schiff, resultando na
reticulacdo e formagao do hidrogel. Este trabalho propde a preparagao de hidrogéis injetaveis
formados por N-carboxietil quitosana (NCEQ) e goma alfarroba oxidada (GAO). A goma
alfarroba foi oxidada em trés diferentes graus de oxidagdo tedricos (10, 30 e 50%), que foram
caracterizados por FTIR, GPC e RMN 'H. Uma banda em 1728 cm™! (v C=0) no espectro de
FTIR confirmou a formag¢ao dos grupos aldeido nos derivados oxidados. A reagdo de oxidagao
resultou em uma reducao da massa molar de pico de 86,3, 97,7 € 99,1% para as gomas oxidadas
10, 30 e 50% respectivamente. Isto indica que a reagao ¢ acompanhada de uma degradacdo na
cadeia do polimero. Foram observados novos picos entre 5,7 € 4,1 ppm no espectro de RMN,
que sdo atribuidos a formacao de estruturas hemiacetais. A reacao de formagdao de NCEQ foi
confirmada pelo aumento da intensidade relativa da banda em 1572 cm™ e o surgimento da
banda em 1407 cm™ no espectro da regido do infravermelho. Os hidrogéis de NCEQ/GAO
(razdo m/m 1:1) apresentaram tempos de gelificacdo entre 17 e 37 s, capacidade de
intumescimento entre 109 e 399% em agua e at¢ 10% em tampao fosfato, e porosidade com
valores de 37 a 76%. Observou-se que a porosidade aumenta com grau de oxidagdo de GAO.
Os hidrogéis tiveram uma perda de massa entre 27,8 e 35,3% apods 28 dias em degradagdo in
vitro, com a perda aumentando com menor grau de oxidag¢ao. Os hidrogéis sdo viaveis para
crescimento celular. Os resultados indicam potencial aplicagdo dos materiais como hidrogéis

injetaveis.

Palavras-chave: Hidrogel. Goma Alfarroba. Quitosana.



ABSTRACT

Injectable hydrogels are a category of gels in which the precursors are applied directly to the
desired site, where cross-linking occurs, with the aim of restoring injured tissue. Natural
polymers are indicated for their synthesis because they present structures that resemble the
extracellular matrix. Chitosan is a water-insoluble semi-synthetic polysaccharide, however its
solubility can be increased with structural modifications, such as the insertion of the
carboxyethyl group in its chain through the Michael addition reaction with acrylic acid. Locust
bean gum is a galactomannan from the endosperm of Ceratonia siliqua seeds that has vicinal
diols that can be oxidized via reaction with sodium periodate. This reaction produces a
polyaldehyde that can bind to the amine groups of chitosan through the Schiff base reaction,
resulting in cross-linking and hydrogel formation. This work proposes the preparation of
injectable hydrogels formed by N-carboxyethyl chitosan (NCEQ) and oxidized locust bean gum
(GAO). Locust bean gum was oxidized in three different theoretical oxidation degrees (10, 30
and 50%), which were characterized by FTIR, GPC and '"H NMR. A band at 1728 cm™! (v C=0)
in the FTIR spectrum confirmed the formation of aldehyde groups in the oxidized derivatives.
The oxidation reaction resulted in a peak molar mass reduction of 86.3, 97.7 and 99.1% for
oxidized gums 10, 30 and 50% respectively. This indicates that the reaction is accompanied by
a degradation in the polymer chain. New peaks between 5.7 and 4.1 ppm were observed in the
"H NMR spectrum, which are attributed to the formation of hemiacetal structures. The NCEQ
formation reaction was confirmed by the increase in the relative intensity of the band at 1572
cm™! and the appearance of the band at 1407 cm™ in the spectrum of the infrared region. The
NCEQ/GAO hydrogels (w/w ratio 1:1) presented gelation times between 17 and 37 s, swelling
capacity between 109 and 399% in water and up to 10% in phosphate buffer, and porosity values
ranging from 37 to 76%. It was observed that the porosity increases with the degree of oxidation
of GAO. Hydrogels had a mass loss of between 27.8 and 35.3% after 28 days in in vitro
degradation, with the loss increasing with a lower degree of oxidation. Hydrogels are viable for

cell growth. The results indicate potential application of the materials as injectable hydrogels.

Keywords: Hydrogel. Locust Bean Gum. Chitosan.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hidrogéis injetaveis

Em 1960, os hidrogéis foram apresentados pela primeira vez por Wichterle e Lim, os
quais introduziram o uso de redes hidrofilicas de poli(2-hidroxietil metacrilato) reticulado como
material para lentes de contato gelatinosas (VLIERBERGHE, 2011). Durante as ultimas
décadas o interesse em hidrogéis tem aumentado constantemente, como indicado pelo numero

de artigos publicados do assunto (Figura 1).

Figura 1 — Numero de publicacdes por ano entre o periodo de 2000-2020 segundo o Web of
Science para a) hidrogéis e b) hidrogéis injetaveis
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Fonte: Adaptado de Web of Science, 2021

Hidrogéis sdo definidos como uma estrutura tridimensional que pode absorver e conter
grandes quantidades de agua ou fluidos corporais. Sua rede polimérica pode ser formada por
ligagdes quimicas, interagdes fisicas ou ambas. Os hidrogéis formados por interagdes fisicas
como ligacdes de hidrogénio ou idnicas, sdo estruturalmente frageis e sua gelificagdo ¢
reversivel. J4 hidrogéis formados via ligagdes covalentes possuem uma estrutura mais forte e
sua gelificacdo ¢ irreversivel (NGUYEN et al., 2015).

Os hidrogéis podem ser utilizados na forma de suportes pré-formados (scaffolds), em
que a reticulagdo ¢ feita em um molde na forma da lesdo ou cavidade, e em seguida sdo

implantados por meio de cirurgia aberta. Ja os hidrogéis injetaveis sdo formados in situ, onde
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os precursores sdo injetados diretamente no local da lesdo e a reticulagdo ocorre preenchendo a
cavidade (MELLATI e AKHTARI, 2019). A aplicacao de hidrogéis por injecdes tem diversas
vantagens sobre hidrogéis pré-formados. E um procedimento menos invasivo, levando a
diminui¢ao do desconforto do paciente e um menor tempo de recuperagdo, apresenta menores
custos, ¢ o gel se adapta a forma da lesdo levando a uma melhor recuperacdo tecidual
(DIMATTEO et al., 2018).

Geralmente, hidrogéis injetaveis sao preparados com polimeros sintéticos ou naturais
biodegradaveis. Devido a sua similaridade com a matriz extracelular, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, os hidrogéis formados com polimeros naturais sdo bons candidatos para
utilizagdo na engenharia de tecidos. Eles promovem a recuperagdo de tecidos devido a sua
capacidade de difundir nutrientes, oxigénio e apresentam conformacdao compativel com a
proliferagdo celular. As propriedades mecanicas do hidrogel como: rigidez, tamanho de poros,
intumescimento e velocidade de degradacdo devem ser ajustadas para minimizar a irritagdo
mecanica e dano ao tecido durante a administracdo (THAMBI et al., 2016).

Dentre os hidrogéis formados via ligagdes quimicas, existem diversas formas de
reticulagdo. Uma dessas € a reacao de formagao da base de Schiff, que ndo necessita de nenhum
agente reticulante. Esta rea¢do ocorre entre grupos amina e grupos aldeido, e a razio entre esses
grupos determinaréa o tempo de gelificagio e propriedades fisicas desses hidrogéis. E relatado
na literatura que hidrogéis formados por base de Schiff a partir de polimeros naturais
apresentam viabilidade celular, como hidrogéis de galactomanana de Delonix regia oxidada e
N-succinil-quitosana (LIMA ef al., 2019) e goma do cajueiro oxidada e carboxietil quitosana

(FERREIRA et al., 2021).

1.2 Goma alfarroba

A goma alfarroba (GA), também conhecida como locusta ou caroba, ¢ vendida
comercialmente como um pd com coloragdo branca a levemente amarelada. E derivada do
endosperma de sementes da alfarrobeira (Ceratonia siliqua), uma arvore originaria da regido
mediterranica. A semente ¢ composta pela casca (30-33%), endosperma (42-46%) e germe (23-

25%) (NEUKON, 1988). A Figura 2 ilustra os componentes do fruto e a GA.
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Figura 2 — a) Arvore, b) fruto, c¢) sementes, d) endospermas e ¢) goma alfarroba

SR

Fonte: Adaptado de Alimentaria Adin, 2021

Na produgao industrial da goma alfarroba as sementes sdao separadas da polpa, € em
seguida as cascas s30 removidas por processos termomecanicos ou tratamento quimico com
acido sulfurico diluido em altas temperaturas. No processo de descascamento termomecanico,
os graos sao submetidos a aquecimento em forno rotativo, onde as cascas se soltam das porgdes
internas. Apds processamento mecanico, os endospermas separados sao moidos e peneirados
para obtencdo da GA que possui coloragdo um pouco escura devido ao aquecimento. A
clarificagdo ¢ realizada pela dissolugdo por aquecimento da goma em agua, seguida de uma
filtragem para remocao da porcao insoluvel, a goma ¢ entdo precipitada com isopropanol ou
etanol, filtrada, seca e moida. J4 no processamento com acido, a por¢ao restante de casca ¢
removida por lavagem e escovagdo, os graos sao entdo secos ¢ quebrados, o germe ¢ esmagado
e separado por peneiragdo. (BARAK e MUDGIL, 2014).

A goma alfarroba ¢ uma galactomanana, que sao polissacarideos lineares formados
por uma cadeia de unidades B-D-manopiranosidicas unidas por ligagdes (1—4), que sdo
parcialmente substituidas por grupos laterais a-D-galactopiranosidicas ligadas (1—6) a cadeia

principal (SILVA e GONCALVES, 1990) (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura da goma alfarroba
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Fonte: Proprio autor

Existem vdrios tipos de galactomananas, que podem ser diferenciadas pela razdo
manose/galactose, padrao de substituicdo das cadeias laterais € massa molar. A razdo M/G ¢ de
aproximadamente 3,5:1 para a goma alfarroba (SILVA et al., 2020), 3:1 para goma tara e 2:1
para goma guar. A razdo entre as unidades monossacaridicas € o principal fator que influencia
a solubilidade de galactomanana (PRAJAPATI et al., 2013). A solubilidade das galactomananas
diminui com a redugdo da quantidade relativa de grupos galactose, isso pode ser explicado pela
diminui¢do dos grupos hidroxila que sao hidrofilicos. A diminui¢do desses grupos ramificados
também favorece o maior empacotamento da cadeia principal, diminuindo a solubilidade. Por
possuir a menor quantidade relativa de galactose dentre as galactomananas disponiveis
comercialmente (~20%), a GA possui solubilidade parcial (~50%) a 25 °C. Para alcancar
maxima solubilidade (~70-85%) ¢ necessario o aquecimento a 80 °C por 30 minutos (DAKIA
et al.,2008).

Por ser um polissacarideo natural, biodegradavel, facilmente disponivel, relativamente
barato e que pode ser modificado, a goma alfarroba ¢ um polimero bastante atrativo
(PRAJAPATI et al., 2013). Uma importante propriedade da GA ¢ a capacidade de produzir
solucdes viscosas em baixas concentragdes, sendo utilizada em produtos alimenticios como em
sorvetes, sendo eficiente na estabilizacao de dispersdes e emulsdes e na substituicdo de gordura
em muitos produtos laticinios. A goma alfarroba (GA) também ¢ utilizada em outras industrias,
tais como: do papel, téxtil, farmacéutica e cosmética (DAKIA et al., 2008). A sua baixa
quantidade relativa de grupos galactose e cadeiras laterais ¢ o principal diferencial da goma
alfarroba em relagdo a outras galactomananas, podendo resultar em diferentes propriedades nos

hidrogéis produzidos.
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Polissacarideos podem ser submetidos a diversas modificacdes para diferentes
propositos. A carbamoiletilagdo, que ¢ a substitui¢ao do grupo hidroxila (-OH) pelo grupo (-
CH>CH2CONH) (SINGH et al., 2020), carboximetilagio (CHAKRAVORTY et al., 2016),
sulfatagdo e carboxilacdo (BRAZ et al., 2018), sdo alguns exemplos de modificagdes realizadas
na goma alfarroba.

A reagao de oxidagao pelo ion periodato € realizada em meio aquoso sem necessidade
de catalisadores e resulta em um produto purificado apenas com uma etapa de didlise. O ion
periodato ataca didis vicinais levando a quebra da ligagdo C—C e a formagdo de grupos
aldeidicos (MAIA et al., 2011). Na goma alfarroba, a rea¢do de oxidagdo ocorre nos grupos —
OH vizinhos que estdo presentes nos carbonos C>—Cs em grupos manose (Figura 4). Nos grupos

galactose pode ocorrer entre carbonos C>—C3, C3—Cs4 ou oxidacao dupla (Figura 5).

Figura 4 — Mecanismo da rea¢do de oxidagdo do grupo manose da goma alfarroba pelo ion
periodato

/ ../
a0  0° ©Na 90/59_‘;—;' ®Na90/\OH
OH l-HZO OH
Nnng o . -NalOs “Nnng ) )
'-’1/\,1 VY
- /A
0y :
17
o/|\o
90 ®Na

Fonte: Proprio autor



17

Figura 5 - Produtos da oxidagdo do grupo galactose da goma alfarroba
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Assim com a inser¢do dos grupos aldeido na sua estrutura, a goma alfarroba oxidada
pode ser utilizada para a formagdo de hidrogéis via reticulagdo base de Schiff com

polissacarideos que contenham grupos amina, como € o caso da quitosana.
1.3 Quitosana

A quitina ¢ um polissacarideo natural produzido por diversos organismos, sendo o
segundo polimero mais abundante depois da celulose. A quitina constitui o exoesqueleto de
artropodes e paredes celulares de fungos (JAYAKUMAR et al., 2010). A estrutura da quitina
consiste em unidades B-(1,4)-N-acetil-D-glicosamina (Figura 6a).

A quitosana ¢ um derivado parcialmente desacetilado da quitina, consistindo de
unidades N-acetil-D-glicosamina e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose ligadas -(1,4) (Figura
6b). A unidade desacetilada normalmente consiste em mais de 80% das unidades totais. A
quitosana ¢ obtida por meio da desacetilacdo da quitina utilizando-se hidroxido de sodio,
aquecimento a 120 °C com a remocdo de oxigénio do meio. A quitosana ¢é atdxica,
biocompativel e biodegradavel. Degrada-se lentamente em amino agtcares que sao absorvidos
completamente pelo corpo, sendo um biomaterial apropriado para a engenharia de tecidos

(BAKSHI et al., 2020).



Figura 6 — a) Estrutura da quitina e b) estrutura da quitosana
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Embora a quitosana apresente varias propriedades compativeis para uso como

biomaterial, o principal fator limitante de seu uso € sua solubilidade apenas em meios acidos

pH < 6. O pH do meio fisioldgico € 7,4, em que a quitosana € insoluvel, sendo assim necessarias

modificacdes na sua estrutura. Diversas modificacdes da quitosana foram relatadas, dentre elas

tem-se as modificacdes via adicdo de Michael, como: introducdo do grupo sulfonato de sodio

(JIANG et al., 2010), sintese da (metacriloiloxi)-etil-carboxietil quitosana (GAO et al., 2010),

hidroxietilacril-quitosana (MA ef al., 2008), dentre outras.

Neste trabalho para tornar a quitosana solivel em 4agua, a modifica¢ao via adicao de

Michael foi realizada por meio da reagdo com acido acrilico. Na sintese da N-carboxietil

quitosana o grupo amina da quitosana age como doador de Michael e o carbono B do acido

acrilico como aceptor de Michael, formando assim o aduto na forma protonada (—COOH). Em
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seguida ¢ adicionado o hidréxido de sédio, que desprotona o grupo carboxila formando o grupo

carboxilato (—COO"). A Figura 7 apresenta a estrutura do derivado.

Figura 7 — Estrutura da N-carboxietil quitosana
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Areacdo da quitosana com acido acrilico ¢ simples e efetiva para formagao do derivado
soluvel. Além disso, a reagdo ¢ realizada em meio aquoso € o produto formado ndo ¢ toxico
(YANG et al., 2016). Assim, a N-carboxietil quitosana € um precursor promissor para producao

de hidrogéis injetaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter hidrogéis injetaveis a partir de N-carboxietil quitosana e goma alfarroba

oxidada para potencial uso na engenharia de tecidos.

2.2 Objetivos especificos

Obter a N-carboxietil quitosana (NCEQ) através da reagdo de adi¢do de Michael,
tornando a quitosana hidrossoluvel. Confirmar a modificacao por espectroscopia de absor¢ao
na regido do infravermelho (FTIR).

Obter a goma alfarroba oxidada (GAO) em trés diferentes graus de oxidacao a partir
da reagdo com periodato de sdédio (NalO4). Confirmar as modificacdes por meio de FTIR e
RMN. Analisar a influéncia da reagao de oxidagdo na massa molar de pico por meio da
cromatografia de permeacdo em gel (GPC).

Produzir hidrogéis injetaveis por reticulagdo via formagao de base de Schiff entre a
NCEQ e os derivados oxidados da GA. Caracterizar os hidrogéis por meio de ensaios de
intumescimento, degradacdo, porosidade, citotoxicidade, ensaio termogravimétrico e FTIR.

Utilizar ensaios reoldgicos para obter o tempo de gelificagao (tger).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A goma alfarroba das sementes da Ceratonia siliqua foi obtida da Sigma-Aldrich
(Lote: 87F-0742). A quitosana foi cedida pela Polymar, e possui grau de desacetilacdo de 81%,
que foi determinado por RMN. Alcool etilico (PA), acetona (PA) e acido acrilico foram obtidos
pela Synth. Etilenoglicol, cloridrato de hidroxilamina, hidréxido de sodio, fosfato de sddio
dibésico e fosfato de potassio monobasico foram obtidos pela Vetec e o periodato de sédio pela

Dinamica.

3.2 Goma alfarroba e seus derivados oxidados

3.2.1 Purificagdo e caracterizagdo da goma alfarroba

O processo de purificagdo da goma alfarroba foi realizado segundo a metodologia
descrita em Silva e Gongalves (1990) com algumas modificagdes. Uma massa 10,00 g de GA
foi adicionada gradualmente em 1 L de 4gua destilada com agitacdo. A dispersao foi agitada por
1 hora em temperatura ambiente, em seguida foi aquecida a 80 °C por 30 minutos com agita¢ao
continua. Apos um periodo de 24 horas em 25 °C com agitacao, a solugdo foi centrifugada por
15 minutos a 6000 rotagdes por minuto (rpm). Foi entdo adicionado o sobrenadante ao etanol
em proporg¢do 2:1 (etanol/sobrenadante) para ocorrer a precipitacdo. O precipitado foi filtrado
em funil de placa sinterizada, e lavado com etanol e acetona. Em seguida, foi seco com jato de
ar quente e macerado para obten¢do de um po fino. A goma foi caracterizada por GPC e RMN

segundo as metodologias descritas nos itens 3.2.4 ¢ 3.2.5.

3.2.2 Reacdo de oxidacdo da goma alfarroba

A reacdo de oxidacao parcial da goma alfarroba seguiu a metodologia descrita em
Silva et al. (2020) com algumas modificacdes. Foram adicionados 3,00 g de GA purificada a
600 mL de 4gua destilada (1% m/v), em agitagdo por 1 hora em temperatura ambiente, em
seguida 30 minutos a 80 °C e por fim mais 24 horas em temperatura ambiente.

Ap0s esse periodo foram adicionadas diferentes quantidades (Tabela 1) de periodato

de sddio (NalO4) para obtengdo de graus de oxidacdo tedricos de 10, 30 e 50% das unidades
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monossacaridicas (162 g/mol). O sistema foi mantido em agitacdo por 24 horas apds ser coberto

com folhas de papel aluminio para impedir a decomposicao fotoinduzida do ion periodato

(DAWLEE et al., 2005).

Tabela 1 - Parametros da rea¢ao de oxidacdo da Goma Alfarroba (GA) com periodato de sodio

idaca A 1 .
Derivado Grau’d.e oxidacao NalOs (mol) GA (mo da} l?ll
teorico (%) monossacaridica)
GAO10 10 1,9 x 1073 1,9 x 102
GAO30 30 5,6 X107 1,9x 102
GAO50 50 9,3 x 107 1,9x 102

Fonte: proprio autor

Apo6s esse periodo foi adicionado 1 mL de etilenoglicol para encerrar a reagao. A
solucdo foi entdo dialisada contra 4gua destilada com uma membrana de celulose (limite de
exclusdo: 12.400 g/mol), até a condutividade se tornar proxima a da agua destilada. O derivado

foi seco por liofilizagao. A reag@o ocorre segundo a Equagao 1:

GA (aq) T NalO4 aq) = GA—(CHO)x (aq) + NalO3 (aq) + H20 (D)

3.2.3 Determinacdo do grau de oxidacdo real por titulacdo potenciométrica

Para determinagao do grau de oxidagao real dos derivados, foi seguido o procedimento
descrito em Zhao et al. (1991). Essa analise indica a quantidade de grupos aldeido presentes na
estrutura da GAO10, GAO30 ou GAO50. Uma massa de 100 mg do derivado oxidado foi
dissolvida em 25 mL de uma solugdo 0,25 mol/L de cloridrato de hidroxilamina (NH>OH.HCI),
e mantida em agitacdo por 24 horas. Apds esse periodo os grupos aldeido sdo convertidos em
oximas ¢ ocorre a liberacao de acido cloridrico (Equagdo 2), que foi entdo titulado com uma

solu¢do de NaOH 0,0985 mol/L (Equagao 3).

GA—(CHO)x (aq) + nNH>—OH.HCl (a9 = GA—(CH=N-OH);, (aq) + nHCl (aq) + nH20 (1 2)
HCI (aq) + NaOH (ag) — NaCl (aq) + H20 g 3)
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O grau de oxidagdo real ¢ entdo obtido pela Equacdo 4, em que Cnaon € Vnaon sd0 a
concentragdo (mol/L) e volume (L) de hidroxido de sédio, mgao € a massa (g) do derivado

oxidado e 162 g/mol ¢ a massa molar da unidade monossacaridica de galactose ou manose.

CNaOH X VNaOH X 162 g/mOI %

Grau de oxidacdo real (%) = 100 4)

2 X Mgao
3.2.4 Estimativa da massa molar de pico por cromatografia de permeacio em gel

Para estimar a massa molar de pico (Mpk) por meio da cromatografia de permeacgdo em
gel (GPC) foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu LC-20AD, com detector de indice de
refragdo RID-10A. As amostras foram dissolvidas em dgua na concentracdo de 1,0 mg/mL e
filtradas em membrana Millipore 0,45 pm. Um volume de 50 pL das solugdes foi entdo injetado
em uma coluna linear Polysep (7,8 mm x 300 mm), com fluxo de 1,0 mL/min da solu¢ao aquosa
de nitrato de sodio (NaNOs3) (0,1 mol/L). Uma curva de pululanas (Shodex P-82), com massa
molar na faixa de 5,90 x 10° a 7,88 x 10° g/mol, foi utilizada como padriio para estimar a massa

molar de pico da GA e dos derivados oxidados.
3.2.5 Ressondncia magnética nuclear

Para obtencao dos espectros de RMN, a goma alfarroba e os derivados oxidados foram
dissolvidos em 4gua deuterada contendo DSS (1%). Os espectros de 'H foram obtidos
utilizando o espectrometro Bruker (Avance DRX 500), na temperatura de 70 °C e com o DSS

(trimetilsililpropanossulfonato de sddio) como padrao para o deslocamento quimico.
3.3 Quitosana e N-carboxietil quitosana
3.3.1 Purificacdo da quitosana

A quitosana foi purificada por meio do método descrito por Nasti et al. (2009), com
algumas modifica¢gdes. Uma massa de 15,00 g de quitosana foi dissolvida em 1 L de éacido
acético 2% (V/V), e mantida em agitacdo por 24 h. Em seguida a solug¢do foi filtrada em funil
N° 3 e mantida a 100 °C por 15 minutos para desnaturar e precipitar contaminantes proteicos.

A solucdo foi entdo centrifugada por 30 minutos a 6000 rpm e o sobrenadante obtido foi
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precipitado com o ajuste do pH para 9 com NaOH 1 mol/L. A suspensdo foi centrifugada e a
quitosana precipitada foi lavada com agua destilada para retirar o NaOH restante. A amostra foi

liofilizada e armazenada a 4 °C.

3.3.2 Sintese da N-carboxietil quitosana (NCEQ)

O derivado da quitosana soluvel em agua foi sintetizado de acordo com Ferreira et al.
(2021), para obtengdo de um grau de substituicdo tedrico de 12,5%. Em um baldo de fundo
redondo foram adicionados 50 mL de 4dgua destilada, 0,365 mL de 4cido acrilico e em seguida
1,00 g de quitosana purificada. O sistema foi mantido em agitagdo constante por 72 horas a 50
°C em banho de glicerina. Apds esse periodo o pH foi ajustado para 10-12 com uma solugdo de
NaOH 1 mol/L. Em seguida a solugdo foi precipitada em etanol comercial, lavada com etanol

e acetona PA e o s6lido seco por jato de ar quente.

3.4 Hidrogéis injetaveis

3.4.1 Preparacdo dos hidrogéis injetaveis

Solugdes aquosas 2% (m/V) de NCEQ, GAO10, GAO30 e GAOS50 foram preparadas
em agitacao magnética a 50 °C por 24 h. Apos esse periodo a temperatura foi reduzida para
37 °C e foram pipetados 1 mL da solu¢do de NCEQ e 1 mL de um dos derivados oxidados
(GAO), para formag¢ao de hidrogéis com razdo volumétrica 1:1. Foram assim produzidos trés
diferentes hidrogéis (Figura 8) com diferentes graus de oxida¢ao da GA. Eles foram preparados
e armazenados em frascos cilindricos com 2,5 cm de diametro e 3,5 cm de altura. Os frascos

foram mantidos em temperatura ambiente por 24 h para completa reticulagao.
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Figura 8 — Esquema descritivo da preparagao dos hidrogéis de N-carboxetil quitosana
(NCEQ) e goma alfarroba oxidada (GAO)

I mL
Solug¢des 2% (m/V) NCEQ (para cada hidrogel) NCEQ- (I} 2010
L NCEQ-GAO30
Agitagdo por 24 h GAOI0 I mL NCEQ-GAOS0
1=207¢ GAO30 (de um dos !
GAO50 derivados oxidados)

Fonte: proprio autor

3.4.2 Tempo de gelificacdo

Por reologia o tempo de gelificagao foi determinado pelo crossover, que € o tempo no
qual as curvas dos modulos de armazenamento (G') e perda (G") cruzam. Foi utilizado um
redmetro AR 550 da TA Instrument com os seguintes parametros: geometria cone-placa
(didametro 40 mm, angulo 1°, gap 28 pm), frequéncia de 1 Hz e tensdo de cisalhamento 5 Pa e
temperatura de 37 °C. Foram pipetadas 100 pL das solugdes (2% m/V) dos precursores (NCEQ
+ GAO) no equipamento, e as medi¢Oes iniciaram cerca de 30 segundos apds as solugdes

entrarem em contato.

3.4.3 Porosidade

Para a realizagdo dos testes de porosidade, os hidrogéis formados previamente foram
mantidos a -80° C em ultra low temperature freezer Nuaire por 24 h e em seguida liofilizados.
A porosidade foi entdo calculada por meio do método de infiltracdo de etanol absoluto
(SARKER et al., 2016). O etanol ¢ utilizado como liquido de deslocamento, pois ndo interfere
na estrutura tridimensional dos géis, apenas se infiltra facilmente nos espacos vazios. O
didmetro e altura das amostras dos hidrogéis foram medidos com o auxilio de um paquimetro
digital. Em seguida as amostras foram imersas em etanol e centrifugadas por 10 min a 1200
rpm para acelerar o processo de infiltracdo. Apos a centrifugacdo, o excesso de etanol foi

removido com papel de filtro e os géis pesados. Esse processo foi repetido até a massa se tornar
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constante. A analise foi realizada em triplicata. A porosidade foi entdo calculada pela Equagao

5.

m; — my
0,789 g/mL x V

Porosidade (%) = x 100 ®)

em que my € a massa em gramas apds a imersao no etanol e m; a massa (g) do hidrogel seco,

0,789 g/mL ¢ a densidade do etanol a 25 °C e V ¢ o volume em mL do hidrogel.

3.4.4 Intumescimento

Os ensaios de intumescimento dos hidrogéis foram realizados em agua destilada e em
tampao fosfato pH 7,4 a temperatura ambiente. Cadinhos com placas porosas foram imersos
em agua ou tampao fosfato até a saturagdo da placa porosa, foram retirados e tiveram sua massa
pesada. Os hidrogéis secos foram pesados e inseridos no cadinho, que por sua vez foram
imersos em agua ou tampao fosfato. O cadinho contendo o hidrogel foi retirado e pesado a cada
10 min na primeira hora, ¢ a cada 30 min no restante do periodo até completar 3 horas. Os
ensaios foram realizados em triplicata. A massa do hidrogel intumescido foi calculado pela

Equacao 6, e o intumescimento foi obtido pela Equacao 7.

Mjnt = Meadz — Meadl (6)

. Mjpt — Mpjq
Intumescimento = ——— 7
Mpid

em que min: ¢ a massa do hidrogel intumescido, mcad2 ¢ a massa do cadinho contendo o hidrogel

intumescido, mcad1 @ massa do cadinho e mniq ¢ a massa do hidrogel antes do intumescimento.
3.4.5 Teste de degradacdo in vitro
O perfil da degradacdo dos hidrogéis in vitro foi verificado segundo a metodologia

descrita em Balakrishnan et al. (2017). Os hidrogéis secos por liofilizacdo foram pesados e

inseridos em recipientes contendo 30 mL de PBS (pH = 7,4). Utilizando uma incubadora, os
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hidrogéis foram mantidos em 37 °C e com agita¢do constante de 100 rpm. As amostras foram
retiradas nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias ap0s o inicio do ensaio. Os hidrogéis foram
lavados com agua destilada para remogao dos sais presentes no PBS, congelados, liofilizados e

entdo pesados. A porcentagem de degradagao foi obtida através da Equacao 8:

~ my me
Degradacao = ———x100% (8)

1

em que m; ¢ a massa inicial e mr é a massa apos o periodo de degradagao.

3.4.6 Andlise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica dos hidrogéis e de seus precursores foi realizada com o
equipamento da SHIMADZU TGA-50, em atmosfera de ar sintético com fluxo de 50 mL/min.
A faixa de temperatura analisada foi de 30-800 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min.

Foram utilizados 10 mg de cada amostra e a andlise foi realizada em cadinho de alumina.
3.4.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade in vitro dos hidrogéis e dos polissacarideos precursores foram obtidos
através do teste MTT (3-4,5-dimetil-tiazol-2-11-2,5-difeniltetrazolio). Este teste baseia-se na
capacidade das enzimas oxidorredutase celulares dependentes de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) para reduzir o brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), de cor amarela, para o formazan que ¢ um composto de cor purpura
(BERRIDGE et al., 1996). Assim ¢ realizada a quantificagdo indireta da porcentagem de células
vivas.

As células ndo-tumorais de fibroblastos murinho L1929 foram cultivadas em meio
DMEM, suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa
a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COs. Os extratos dos hidrogéis ¢ dos polissacarideos
precursores foram preparados de acordo com a ISO 10993-5. Os hidrogéis foram seccionados
em tamanho padronizados (1 cm?), enquanto 10,00 mg dos polissacarideos precursores foram
esterilizados utilizando radiagao UV. Em seguida, utilizou-se meio de cultura DMEM como
veiculo de extra¢ao durante 24 horas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO».

As células L929 foram entdo plaqueadas nas concentragdes de 0,1 x 10° cél/mL em

placas de 96 pocos. Apods 24 horas de incubagdo, o meio de cultura foi retirado e adicionado
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200 puL com os extratos dos hidrogéis e seus polissacarideos precursores. As placas foram
incubadas por 69 horas em estufa a 5% de COz e a 37°C. Decorrido o tempo determinado, o
sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugdo de MTT (0,5
mg/mL), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugdo do
precipitado com 150 pL de DMSO puro em leitor de microplaca (Molecular Devices,
Spectramax 190) sob o comprimento de onda de 595 nm. Os valores das absorbancias foram
transformados em viabilidade celular a partir dos valores de absorbancia previamente
normalizados com base na média da absorbancia do controle negativo utilizando o programa

GraphPadPrism versao 7.0.

3.5 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

Foram obtidos espectros na regido do infravermelho na faixa de 400-4000 cm™ para:
goma alfarroba e derivados oxidados, quitosana, N-carboxietil quitosana e hidrogéis
liofilizados. O espectrometro de infravermelho FTIR da Shimadzu IRTracer-100 foi o modelo
utilizado para obtencdo dos espectros. As amostras foram trituradas e misturadas a brometo de

potassio (KBr) para preparacdo das pastilhas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da goma alfarroba e derivados oxidados

4.1.1 Grau de oxidacdo real dos derivados oxidados

Os derivados oxidados da goma alfarroba foram obtidos pela reagdo com NalO4. O
grau de oxidagdo foi expresso como a quantidade de unidades oxidadas por 100 unidades
monossacaridicas totais, considerando dois grupos aldeidos por cada unidade. O teor de grupos
aldeido foi entdo determinado pela titulacdo potenciométrica do HCI liberado durante a reagao
entre NH>OH.HCI com a goma alfarroba oxidada. A reacdo ocorre com o ataque nucleofilico
do nitrogénio da hidroxilamina ao carbono do grupo aldeido, formando polioximas com
ligacdes C=N, com agua e acido cloridrico como subprodutos (Figura 9). A goma alfarroba
possui uma razao manose/galactose de 3,5:1, a reacdo de oxidacdo pode ocorrer em ambas as

unidades.

Figura 9 — Esquema reacional de uma unidade de manose oxidada com NH>OH.HCl
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Fonte: proprio autor

A Figura 10 exibe as curvas de titulagcdo potenciométrica entre os derivados oxidados
apos reacdo com cloridrato de hidroxilamina e NaOH, como também as curvas de primeira
derivada da titulagdo. A Tabela 2 apresenta os graus de oxidagao reais obtidos para os derivados.
Sao observados valores bem proximos aos graus de oxidagdo tedéricos. O rendimento das
reagoes apresentaram valores um pouco inferiores (62-71%) aos encontrados na literatura para
outros polissacarideos oxidados: (75-90%) galactomanana de Cassia fistula oxidada (SILVA et

al., 2020), (79-85%) goma do cajueiro oxidada (FERREIRA et al., 2021), (83-90%)
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galactomanana de Delonix regia (RAMOS, 2016). Isso pode ser explicado pela baixa
solubilizacdo da goma alfarroba, que acarreta na formagdao de uma porcao insolivel apos a
reacao de oxidacao e da etapa de didlise. Essa por¢ao insoluvel ¢ removida antes da liofilizacao

por filtracao.

Figura 10 — a) Curva da titulacdo entre derivados oxidados e NaOH 0,0985 mol/L e b)
primeira derivada
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Fonte: proprio autor

Tabela 2 — Resultados obtidos pela reacao de oxidacao da goma alfarroba

Volume de NaOH Grau de oxidacao

Derivad Rendi to (%
erivado (uL) %) endimento (%)
GAO10 1289 10,3+0,3 62
GAO30 3596 28,7 +£0,8 71
GAO50 5970 47,6 +2,0 71

Fonte: proprio autor

4.1.2 FTIR da goma alfarroba e derivados oxidados

A Figura 11a mostra os espectros na regido do infravermelho da GA e dos derivados
oxidados. O espectro da GA contém uma banda larga em 3420 cm’, que é atribuida ao
estiramento vibracional dos grupamentos —~OH, em 2935 cm™ é possivel observar a banda do
estiramento das ligagdes CH de carbonos sp>. Em 1639 cm™ é visivel a banda associada com a

presenca de dgua (KOUTSIANITIS et al., 2015). Ja a banda em 1028 cm™ ¢ atribuida ao
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estiramento C—O—-C (MURALI e THANIKAIVELAN, 2016). Em 820 ¢ 867 cm! as bandas sio
atribuidas as ligagdes glicosidicas a-D-galactopiranose e f-D-manopiranose (FIGUEIRO et al.,
2004). As bandas presentes estao condizentes com a estrutura da goma alfarroba.

Nos espectros dos derivados oxidados GAO10, GAO30 e GAOS50 estdo presentes as
bandas tipicas dos polissacarideos, acrescidas de uma banda de fraca intensidade em 1728 cm’
! (Figura 11b), que ¢ atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 dos grupos aldeido, evidenciando-
se assim a presenca de unidades oxidadas. Normalmente grupos carbonilicos possuem bandas
com alta intensidade em espectros na regido do infravermelho. A fraca intensidade presente nos
espectros dos derivados oxidados pode ser atribuida a formagdo de hemiacetais
intramoleculares e intermoleculares e também de formas hidratadas do grupo aldeido. Também
¢ possivel observar que com o aumento do grau de oxidacdo ocorre o aumento de intensidade
relativa das bandas em 2935 cm™ e 885 cm™ que estdo relacionadas ao estiramento C—H de

aldeido e estruturas hemiacetais, respectivamente.

Figura 11 — a) FTIR da goma alfarroba e derivados oxidados e b) regido ampliada
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Fonte: proprio autor
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4.1.3 Cromatografia de permeacdo em gel
A Figura 12 mostra o cromatograma de permeacgdo em gel para a GA e os derivados

oxidados. E possivel observar que com o aumento do grau de oxidagao ocorre um aumento no

volume de elui¢do, indicando assim uma menor massa molar.

Figura 12 — Cromatograma para goma alfarroba e derivados oxidados

Resposta do detector

Volume de eluigao (mL)

Fonte: préprio autor

A Tabela 3 apresenta os valores de massa molar de pico (Myk) obtidos a partir da
Equagdo 8 (R = 0,992), utilizando os valores de volume de eluicdo (V.) obtidos no

cromatograma.

Log Mpy = 14,52 — 1,17 x V, (8)



Tabela 3 — Volumes de elui¢do e massas molares de pico obtidos por GPC
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Amostra Volume de eluicao (mL) Mpk (g/mol)
GA 6,93 2,67 x 10°
GAO10 7,67 3,65x 10°
GAO30 8,34 6,02 x 10*
GAOS50 8,69 2,35x 10*

Fonte: proprio autor

Estes resultados indicam que houve uma extensa clivagem na cadeia principal dos

derivados oxidados por meio da quebra das ligagdes glicosidicas, que aumenta com o grau de

oxidagdo. Um comportamento similar foi observado na oxidacao com periodato de sddio de

galactomanana de Cassia fistula, com a massa molar de pico da galactomanana de 1,84 x 10°

g/mol e do derivado 50% oxidado de 1,64 x 10* g/mol (SILVA et al., 2020).

4.1.4 Ressondncia magnética nuclear

Os espectros de RMN 'H para a goma alfarroba e seus derivados oxidados sdo

apresentados na Figura 13.



Figura 13 — Espectros RMN 'H a 70°C: a) GAO50 b) GAO30 ¢) GAO10 e d) GA
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Fonte: proprio autor

No espectro da goma alfarroba (Figura 13d), € possivel observar os picos relatados em
Muschin e Yoshida (2012), os prétons presentes nas unidades galactose e manose estdo

representados na Figura 14 e os valores de deslocamento na Tabela 4.
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Figura 14 — Prétons das unidades galactose e manose na goma alfarroba
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Fonte: préprio autor

Tabela 4 — Valores de deslocamento no espectro de RMN 'H para goma alfarroba

0 (ppm) Hidrogénio

5,04 Gl
4,13 M2
4,01 G4
3,95 G3
3,92 M4
3,82 M3
3,77 M5’
3,57 M5

Fonte: Muschin e Yoshida (2012)

O deslocamento do proton em 3,77 ppm, indicado como M5’, esta relacionado a um
proton ligado ao carbono 5 de uma unidade manose que ndo esta ligada a uma unidade
galactose. Outros picos foram sobrepostos como o do préton em M1 que foi sobreposto pelo

pico relacionado a presenca de d4gua em cerca de 4,75 ppm.

Para os derivados oxidados foram observados novos picos entre 5,7 e 4,1 ppm, que

estdo relacionado a formacdo de hemiacetais como o apresentado na Figura 15. Estes
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hemiaceitais sdo formados entre os grupos hidroxila e aldeido e podem ser intramoleculares e

intermoleculares (MAIA et al., 2005).

Figura 15 — Formagao de um hemiacetal intramolecular na goma alfarroba oxidada
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Fonte: Adaptado de Yu e Bishop, 1967

4.2 Caracterizacao da N-carboxietil quitosana
4.2.1 FTIR da quitosana e N-carboxietil quitosana

A Figura 16 exibe os espectros na regido do infravermelho da quitosana e do derivado

soluvel em dgua (NCEQ).
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Figura 16 — FTIR da quitosana e N-carboxietil quitosana (NCEQ) em pastilha de KBr
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Fonte: proprio autor

A quitosana apresenta uma banda larga centralizada em 3404 cm™ que ¢ atribuida ao
estiramento das ligacdes OH, como também ao estiramento das ligacdes NH. As bandas em
2917 e 2875 cm™! estio relacionadas ao estiramento das ligagdes C—H de carbono sp®. A banda
em 1663 cm! esta relacionada ao estiramento da ligagio C=0 da amida, que indica a presenga
de grupos N-acetil residuais. As bandas em 1154, 1070 e 1032 cm™ correspondem ao
estiramento de ligagdes C-O (DUARTE et al., 2002).

No espectro da N-carboxietil quitosana é possivel observar as bandas indicadas no
espectro da quitosana, como também o aumento da intensidade relativa da banda em 1572 cm’
e o surgimento da banda em 1407 cm’!, que sdo atribuidas aos estiramentos assimétrico e
simétrico do grupo —COO” (HUANG et al., 2016). Essas bandas indicam que ocorreu a

modificacdo por meio da reagdo com acido acrilico para introdugdo do grupo carboxilato.
4.3 Preparacio e caracterizacio dos hidrogéis injetaveis
O processo de reticulagdo para formacgdo dos hidrogéis injetaveis ocorre entre os

grupamentos aldeido obtidos pela oxidagdo da goma alfarroba e os grupos amino livres da N-

carboxietil quitosana (Figura 17). Essa reacdo forma entdo uma base de Schiff (imina,
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RR'C=NR”) entre as cadeias dos polissacarideos. Outras interacdes secunddrias como a

formacgao de ligagdes de hidrogénio podem estar envolvidas durante a reticulacao do hidrogel.

Figura 17 — Reac¢ao de reticulagdo via base de Schiff entre a GAO e a NCEQ
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Fonte: proprio autor

4.3.1 Tempo de gelificacdo

O tempo de gelificacao (teer) € um importante parametro para hidrogéis injetaveis, pois
indica o inicio da formag¢ao do gel. Uma reticulagdo muito rapida pode se tornar um problema,
visto que o gel se forma antes mesmo da inje¢do. J& uma reticulagdo lenta pode levar a
disseminacdo dos precursores para longe do local da injecdo (LU et al., 2015).

Diversos métodos podem ser utilizados para determinag¢do do tempo de gelificagao.
Neste estudo foi utilizado o ensaio reologico.

Para o ensaio reologico as solucdes dos precursores foram pipetadas diretamente no
equipamento e o tempo foi medido a partir do ponto em que ambas entraram em contato até o
momento em que o equipamento comegou as medidas dos modulos de armazenamento (G’) e
perda (G”*). O tempo foi de cerca de 30 segundos para todas as medidas. A Figura 18 exibe a
evolucao dos modulos com o tempo e 0 momento em que eles se cruzam (crossover). O tgel para
esse método ¢ definido entdo como o tempo inicial do contato entre os precursores até o
momento do crossover.

A Tabela 5 apresenta os valores de tge1 obtidos pelos ensaios reologicos.
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Figura 18 — a) Evolu¢cdo do mddulo de armazenamento (G') e perda (G") com o tempo para
todos os hidrogéis a 37 °C, frequéncia de 1 Hz e tensdo de cisalhamento 5 Pa. E regides
ampliadas com o tempo de cruzamento entre os mdodulos para b) NCEQ-GAO10, ¢) NCEQ-
GAO30 e d) NCEQ-GAOS50
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Tabela 5 — Tempos de gelificagdo por ensaios reoldgicos (geometria cone-placa, frequéncia

de 1 Hz e tensdo de cisalhamento 5 Pa e temperatura de 37 °C)

Hidrogel Reologia - tge (seg)
NCEQ-GAO10 208,8+ 3,6
NCEQ-GAO30 164,4+3,6
NCEQ-GAO50 100,8 2.4

Fonte: préprio autor

Os tempos de gelificacao se encontraram na faixa de 1 min e 41 segundos € 3 minutos
e 29 segundos. E observado que quanto maior o grau de oxidagdo, mais rapido a reticulagio

ocorre. Isso se deve a maior concentragdo de grupos aldeido, levando assim a formagao mais

rapida da base de Schiff.

4.3.2 FTIR do hidrogel

A Figura 19 exibe o espectro dos precursores NCEQ, GAOS50 e do hidrogel formados
por ambos (NCEQ-GAQOS50).

Figura 19 — FTIR dos precursores NCEQ e GAOS50 e do hidrogel NCEQ-GAOS50 em
pastilhas de KBr
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Fonte: préprio autor

E possivel observar as bandas provenientes de ambos os precursores, como a banda
larga com pico em 3419 ¢cm’, atribuida ao estiramento da ligagio O—H e o estiramento da
ligagdo CH em 2931 cm™. A ligagdo imina (C=N) proveniente da reagdo da formagdo da base
de Schiff apresenta uma banda caracteristica em 1637 cm™!, que ndo foi observada no espectro
devido a sobreposi¢io pela banda da amida em 1646 cm™'. No entanto, a banda em 1728 cm’!
atribuida ao estiramento da ligagdo C=0O da goma alfarroba oxidada, a banda relacionada aos
hemiacetais em 885 cm™ e a banda em 1572 cm™! do estiramento N-H da NCEQ apresentaram

diminuicao de intensidade relativa, evidenciando assim a reticulacao.
4.3.3 Porosidade

A porosidade ¢ uma caracteristica importante para hidrogéis aplicados na engenharia
de tecidos, visto que estd relacionada a possibilidade da entrada e das células e sua proliferagao.
A Figura 20 exibe os valores obtidos para a porosidade por infiltracdo de etanol através da

Equagdo 5.

Figura 20 — Valores de porosidade (%) dos hidrogéis com diferentes graus de oxidacdo da GA
no ensaio de imersdo em etanol a 25 °C
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E possivel observar que os géis apresentaram um maior valor de porosidade com um
maior grau de oxidagdo: 37,1 +0,9% para o hidrogel NCEQ-GAO10, 56,4 + 2,6% para NCEQ-
GAO30 e 75,8 + 2,9% para NCEQ-GAOS50. Isso pode estar relacionado ao maior nimero de

pontos de reticulagdo levando a uma estrutura tridimensional mais bem organizada.

4.3.4 Intumescimento

Outro importante pardmetro para hidrogéis injetaveis é o intumescimento, ou seja, a
capacidade de absorver 4gua, pois esta diretamente relacionado a absor¢ao de fluidos corporais,
possibilitando o transporte de nutrientes e a proliferacao celular (VALENTE et al., 2013).

A Figura 21 exibe o intumescimento dos hidrogéis em agua destilada e PBS durante

um periodo de 3 horas.

Figura 21 — Intumescimento dos hidrogéis durante um periodo de 3 horas em dgua destilada e

em PBS pH 7,4
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Fonte: proprio autor

E possivel observar um elevado intumescimento do hidrogel em agua destilada. Apos
3 horas o gel NCEQ-GAO10 apresentou um aumento de massa de 399%, 150% para NCEQ-
GAO30 e 109% para NCEQ-GAOS50. Quanto menor o grau de oxidacdo maior o
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intumescimento. Isso pode ocorrer devido as quantidades reduzidas de pontos de reticulacao,
levando a possibilidade de uma maior expansao da estrutura dos géis para absor¢ao de agua.

Em PBS pH 7,4 o intumescimento ¢ bem menor, apds 3 horas a variagdo de massa foi
de cerca de 10,2% para NCEQ-GAOI10, -15,6% para NCEQ-GAO30 e -19,4% NCEQ-GAO50.
O tampao fosfato-salino tem pH e salinidade similares ao sangue e fluidos corporais, assim um
comportamento similar de intumescimento ¢ esperado, levando a pequena variagao de volume
do hidrogel ap6s a inje¢do, que ¢ importante para a ocupagao da lesdo.

Os géis NCEQ-GAO30 e NCEQ-GAOS50 tiveram uma variagdo negativa de massa no
intumescimento em PBS. Isso pode ser explicado pela perda de dgua para o meio devido a
diferenca de concentracado salina dentro e fora do hidrogel, a 4gua migra para a solugao utilizada
no intumescimento.

A Figura 22 apresenta os géis NCEQ-GAQO30 apo6s as 3 horas de intumescimento em
agua e PBS, ¢ possivel observar que os hidrogéis em agua tiveram um consideravel aumento de
volume, enquanto o volume do gel em PBS apresentou pequena variacdo (dados apresentados

na Figura 21).

Figura 22 — Hidrogéis NCEQ-GAO30 apos 3 horas de intumescimento em a) agua e b) PBS

Fonte: proprio autor

4.3.5 Teste de degradacao in vitro

A Figura 23 apresenta a degradacgdo in vitro dos hidrogéis com diferentes graus de

oxidacao, durante um periodo de 28 dias.
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Figura 23 — Massa restante ap6s degradacao in vitro dos hidrogéis em PBS pH = 7,4, durante

28 dias a 37 °C e 100 rpm
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Fonte: proprio autor

A degradagdo in vitro dos hidrogéis foi realizada em PBS (pH = 7,4), 37 °C e 100 rpm.
Esses pardmetros foram utilizados para simular as condi¢des encontrada no corpo humano apds
a inser¢ao dos hidroggéis.

E observado que quanto menor o grau de oxidagio da goma alfarroba maior ¢ a perda
de massa dos hidrogéis. Essa tendéncia ¢ observada durantes os 28 dias, e ocorre devido ao
menor grau de reticulagdo com um menor grau de oxidagdo. Apds 28 dias o hidrogel NCEQ-
GAO10 teve a maior perda de massa (35,3%), enquanto os hidrogéis NCEQ-GAO30 e NCEQ-
GAOS50 perderam 28,4% e 27,8% em massa respectivamente. Os hidrogéis mantiveram suas

estruturas tridimensionais ap6s o periodo de degradacao.

4.3.6 Andalise termogravimétrica

Na Figura 24 estdo apresentadas as curvas de TGA e DTG para a goma alfarroba,
derivados oxidados, quitosana, NCEQ e hidrogéis. A Tabela 6 exibe as temperaturas dos

eventos, a umidade e residuo dos materiais.
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Figura 24 — Curvas termogravimétricas para: a) goma alfarroba e derivados oxidados, b)
quitosana e NCEQ, c) hidrogéis; e graficos de DTG em d), e) e f) respectivamente
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Tabela 6 — Eventos térmicos observados nas curvas de TG e DTG para os hidrogéis e

precursores
Tmaxima (°C) Residuo a
Amostra Tinicial (°C) Umidade (%)

11 1 800 °C (%)
GA 175 10,8 40,1 295 - 3,6
GAO10 154 10,4 57,3 270 - 16,9
GAO30 141 10,2 60,9 271 - 10,6
GAO50 142 9,4 68,4 266 535 0,49
Quitosana 150 15,3 43,3 278 565 0,99
NCEQ 179 15,0 447 252 - 26,9
NCEQ-GAO10 135 16,7 41,0 244 476 2,0
NCEQ-GAO30 126 16,4 40,2 202 272 13,3
NCEQ-GAO50 121 9,2 41,7 189 277 6,8

Fonte: proprio autor

A curva termogravimétrica da goma alfarroba e dos derivados oxidados mostra uma
perda de massa em duas etapas. A primeira consiste na perda e agua absorvida e ligada, a
segunda compreende a degradagdo do material em si. O teor de umidade ¢ similar na GA ¢
derivados. E observado que com um maior grau de oxidagdo se tem menores temperaturas
iniciais de degradacao, isso pode estar relacionado com a menor massa molar destes, e também
com a abertura dos anéis monossacaridicos.

A quitosana, NCEQ e os hidrogéis também apresentam uma primeira etapa de perda
de 4dgua, com uma ou duas etapas subsequentes relacionadas a degradagdo. Os resultados de
analise térmica sdo importantes para verificar a estabilidade das amostras em aplicacdes que
sejam necessarias a esterilizagdo com temperatura até 100°C. Todos os precursores se

mostraram estaveis.
4.3.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro
A Figura 25 apresenta a porcentagem de crescimento celular in vitro dos hidrogéis e

precursores oxidados. A porcentagem ¢ calculada em relagdo ao grupo controle que ¢

considerado 100%.
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Figura 25 — Percentual da viabilidade celular em células de fibroblasto murino L929 apds 72

horas de incubagao com os hidrogéis e os polissacarideos precursores, determinado pelo

método do MTT
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Fonte: proprio autor

E possivel observar que a GAO10 possui uma viabilidade celular de 69,6%, enquanto
GAO30 tem apenas 1,1% e GAOS50 1,2%. Essa queda significativa esta relacionada ao aumento
da concentracdo de grupos aldeido livres em contato com as células. Aldeidos sao eletrofilos,
que podem formar ligagdes covalentes com sitios nucleofilicos em tecidos bioldgicos. Essa
interagdo pode prejudicar as funcdes de enzimas, DNA, proteinas estruturais e outras
macromoléculas, levando a inibi¢do de processos celulares e eventual citotoxicidade
(LOPACHIN e GAVIN, 2014).

J& todos os hidrogéis apresentaram alta viabilidade celular com 98,4% para NCEQ-
GAO10, 94,1% para NCEQ-GAO30 e 83,3% para NCEQ-GAO50. Com a formagado da base
de Schiff na reticulagdo, a maior parte dos aldeidos presentes nas cadeias dos derivados

oxidados estdo ligados, inibindo assim a citotoxicidade.
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5 CONCLUSAO

A reacdo da goma alfarroba com diferentes quantidades do ion periodato deu origem
a trés derivados oxidados. A modificagdo destes foi confirmada por FTIR ¢ RMN. Os valores
de grau de oxidacdo experimentais foram proximos aos teoricos. A goma alfarroba oxidada tem

menores massas molares com o aumento do grau de oxidagao.

O derivado soluvel da quitosana foi obtido através da reagdo de adigao de Michael com

acido acrilico, a modificacao foi confirmada por FTIR.

A reticulacdo entre a N-carboxietil quitosana e derivados oxidados produziram

hidrogéis com a coloracdo amarelada tipica que € observada com a formagao da base de Schiff.

Os tempos de reticulacdo, intumescimento e porosidade sdo influenciados pelo grau

de oxidagdo da goma alfarroba.

Os hidrogéis ndo apresentaram variagdes significativas de volume nos ensaios de
intumescimento em tampao PBS (pH = 7,4). Sendo assim adequados para preenchimento de

lesoes.

Os hidrogéis apresentaram alta viabilidade celular nos ensaios de citotoxicidade com
células de fibroblasto murino 1929, o que indica potencial para uso na preparacao de suporte

para crescimento celular.

As estruturas porosas produzidas possuem potencial aplicagdo na area dos
biomateriais, por possuirem viabilidade celular e por suas propriedades serem moduldveis com

os diferentes graus de oxidagao.
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