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RESUMO

MACHADO, Bruno Rafael. Hidrogel de quitosana e pectina aplicados para
liberag&o controla e matriz scaffold. 2016. 50 p. Trabalho de Concluséo de Curso
— Universidade Tecnologica Federal do Parana. Apucarana, 2016.

Hidrogéis sdo formados a partir de materiais naturais ou sintéticos e possuem
grande capacidade de absorcdo de agua e fluidos corporais. Podem ser formados
por polissacarideos por meio de reticulagbes quimicas ou fisicas, permitindo
aplicacdo em um grande espectro de areas cientificas. Quitosana (polissacarideo
catibnico) e pectina (polissacarideo anibnico) podem ser associadas para promover
a formacdo de um hidrogel com aplicacdo na area médica. Sendo assim, este
trabalho visou a formacdo de um hidrogel da mistura destes dois polissacarideos,
com o objetivo de verificar sua biocompatibilidade, potencial para promover
crescimento celular e, também, potencial para atuar como dispositivo para liberar o
acido galico em diferentes condi¢cdes de pHs. As analises indicaram que o hidrogel
foi formado devido a existéncia de interagBes intermoleculares (especialmente
interacdo via ligacdo de hidrogénio) entre as cadeias dos polissacarideos. A
superficie do hidrogel caracterizou-se como porosa (364 + 122 um), possibilitando a
aplicacdo do mesmo como matriz promovedora de crescimento celular (células pré-
osteoblastos MCT3-E1 de ratos), pois sua estrutura assemelhou-se a estrutura da
matriz extracelular. Analise com células MCT3-E1 evidenciou que o hidrogel possui
capacidade para proliferar o crescimento celular das células MCT3-E1 para até
125% de viabilidade celular em 10 dias de incubacdo, quando comparado ao
controle negativo (100%). O hidrogel também apresentou excelente
biocompatibilidade, especialmente sobre células saudaveis de macaco verde
Africano (células VERO). No entanto, os estudos de liberacdo controlada de acido
galico nao foram satisfatorios, devido a elevada porosidade do material.

Palavras-chave: Hidrogel. Quitosana. Pectina. Cultura de Células. Liberacéo

Controlada, Biocompatibilidade.

ABSTRACT



MACHADO, Bruno Rafael. Hydrogel chitosan/pectin applied in controlled release and
scaffold matrices. 2016. 50 p. Trabalho de Concluséo de Curso — Federal University
of Technology. Apucarana, 2016.

Hydrogels are formed by natural or synthetic materials and they have high water-
body fluids absorption capacities. Polysaccharides may be formed by means of
chemical or physical cross-links, allowing application in a broad spectrum of scientific
fields. Chitosan (a cationic polysaccharide) and pectin (an anionic polysaccharide)
may be combined to promote formation of a hydrogel with application in the medical
field. Thus, this work aimed the obtaintion of a hydrogel composed by both
polysaccharides. In order it was assessed its biocompatibility, its potential to promote
cell growth and also the its potential to act as a device to release gallic acid under
different pH conditions. Analyses indicated that hydrogel is formed owing to
intermolecular interactions (especially interaction via hydrogen bonding), between the
polysaccharide chains. The surface of the hydrogel had large porous (364 + 122 um),
allowing its application as matrix support to promote cell growth of preosteoblasts
MCT3-E1 cells on rats, since the extracellular matrix structure seems with the
hydrogel structure. Analysis with MCT3-E1 cells showed that hydrogel had capacity
to proliferate the growth of MCT3-E1 cells to 125% at 10 days of incubation,
compared to negative control (100%). The hydrogel also showed excellent
biocompatibility, especially on healthy cells of African green monkey (Vero cells).
However, controlled release studies of gallic acid were not satisfactory, due to the
high porosity of the material.

Keywords: Hydrogel. Chitosan. Pectin. Cell Culture. Controlled Release.

Biocompatibility.
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1 INTRODUCAO

Radicais livres sdo espécies quimicas que contém elétrons
desemparelhados em orbitais atbmicos ou moleculares. Sao instaveis e por essa
razdo, quando em contato com alvos celulares, favorecem reacdes quimicas que
podem levar a morte de células (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). Os
radicais livres sdo 0s principais responsaveis por inUmeras doencas que afetam o
ser humano. Em grande parte dos casos, a natureza da espécie radicalar,
amplificadora da lesdo primaria, é desconhecida, ocasionando um impasse no
planejamento correto para utilizacdo de farmacos detentores de propriedades
antioxidantes que eliminem diretamente os radicais livres do corpo humano. Os
antioxidantes atuam no organismo protegendo o sistema biolégico contra efeitos dos
radicais livres, pois estes causam processos ou reacdes oxidativas em
macromoléculas ou estruturas celulares presentes no nosso organismo (OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Os farmacos (antioxidantes) podem ser incorporados dentro de um
transportador, que frequentemente € uma matriz polimérica. A matriz polimérica, na
maioria das vezes funciona como agente protetor do farmaco encapsulado,
suprimindo a acao do fluido gastrico sobre a molécula encapsulada, aumentando o
tempo de vida do farmaco no organismo, e quando inserido na regido de pH
intestinal pode promover a liberacdo sustentada do mesmo. (SALAZAR, 2015). A
liberacdo pode ser viabilizada por meio da variacdo de estimulos externos, tais como
pH, temperatura, pressdo osmdtica, dentre outros (HORST, 2009).

Sendo assim, ha necessidade de desenvolver um transportador eficaz
para promover a protecdo do antioxidante acido galico na regido gastrointestinal de
pH e, ao mesmo tempo, viabilizar sua liberacdo na regido do cdlon, local onde
ocorre principalmente a absor¢cdo do farmaco na corrente sanguinea. Neste sentido,
iremos propor um hidrogel a base de quitosana (QT) e pectina (PEC) pra promover a
liberacdo sustentada do antioxidante acido galico. O acido galico sera o farmaco
modelo estudado.

Outro ramo de aplicacdo do hidrogel de QT/PEC aqui proposto envolve &

area de crescimento celular (engenharia de tecidos), utilizando hidrogéis
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biopoliméricos, devido suas caracteristicas de baixa citotoxicidade,
biodegradabilidade e excelente biocompatibilidade. Sua fungdo consiste em atuar
somente como um suporte passivo para a matriz celular ndo fornecendo qualquer
bioatividade adicional (RIEGER; BIRCH; SCHIFFMAN (2013); VARGHESE;
ELISSEEFF (2006). Porém, hidrogéis adequados para promoverem crescimento
celular devem ser porosos, com poros interconectados na matriz polimérica maiores
que 300 um. Um scaffold é uma matriz polimérica porosa com estrutura 3D, insoltvel
em agua e que possui grande capacidade para regenerar tecidos. Scaffolds em
contato com células permite que a célula reconheca a matriz porosa 3D do hidrogel,
favorecendo proliferacao celular, devido principalmente a semelhanca da estrutura
porosa com a matriz extracelular das células.

Para obtencdo de um scaffold poroso, o processo de liofilizacdo das
solucdes utilizadas na preparacao do hidrogel tem sido descrito como um método
eficaz para producédo de poros. No entanto, ndo é o unico fator a ser considerado.
(LIU, et al., 2016). O processo de gelificacdo do hidrogel, bem como as
caracteristicas fisico-quimicas dos componentes do sistema polimérico contribui
também para a formacao de poros interconectados.

Além disso, matrizes scaffolds devem atender alguns requisitos, para que
sejam ideais para cultura de células, sendo: biocompatibilidade (QIAN, et al., 2013),
biodegradabilidade e propriedades mecéanicas apropriadas, dependendo de sua
aplicacdo. Essas propriedades envolvem: alta relacdo superficie-volume, aderéncia
da interface, e porosidade interconectada (RAO; STEGEMANN (2013); QIAN, et al.,
(2013); ROOHANI-ESFAHANI, et al., (2013). Desta forma, matrizes scaffolds 3D sdo
excelentes materiais para cultura de células, proporcionando suporte de transicao
para : migracdo celular, ligacdo e proliferacdo de células (DU, et al.,, 2011; DU,
YAREMA , 2010). Aqui, iremos propor o hidrogel de QT/PEC como um eficiente
material scaffold para promover o crescimento celular de células pré-osteoblatos
(tecido 6sseo) de ratos (células MC3T3-E1). Estas células serdo utilizadas como
modelos, sendo realizados estudos de crescimento celular in vitro.

Com isso, 0s objetivos deste trabalho consistram em preparar um
hidrogel de QT/PEC e caracteriza-lo. Ainda foram realizados estudos de liberacao
controlada do antioxidante acido gélico em diferentes condi¢des de pHSs, utilizando o

hidrogel como agente carreador do farmaco e, ainda avaliou-se o potencial do
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hidrogel polimérico a base de QT/PEC para atuar como matriz scaffold sobre as

células MC3T3-E1. Todos os estudos foram avaliados na forma in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter o hidrogel de QT/PEC, caracteriza-lo quanto a estrutura quimica e
estudar algumas propriedades, tais como: potencial para desenvolver proliferacao
celular de células pré-osteoblastos (células MC3T3-E1 de ratos), estudar a
biocompatibilidade do hidrogel e avaliar o potencial do mesmo para promover a

liberacdo controlada do antioxidante acido galico variando condi¢des de pHs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Preparar o hidrogel de quitosana e pectina;

= Caracterizar o hidrogel por meio das técnicas de difracdo de raios-x (WAXS),
microscopia eletronica de varredura (SEM) e espectroscopia nha regido do
infravermelho (FTIR).

» Avaliar a citotoxicidade do hidrogel sobre células VERO saudaveis e células
cancerigenas epiteliais do colon (células HT-29);

= Avaliar se o hidrogel atua como matriz para liberar o acido galico de forma
sustentada em diferentes condi¢des de pH.

= Avaliar o potencial do hidrogel para atuar como matriz scaffold sobre as células
MC3T3-E1.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HIDROGEIS

A palavra hidrogel refere-se aos géis (naturais ou sintéticos) que possuem
a capacidade de absorver e manter quantidades significativas de agua ou fluidos
corporais em suas estruturas (GANJI; ABDEKHODAIE; RAMAZANY, 2007; GANJI;
ABDEKHODAIE, 2008). Possuem estrutura tridimensional e hidrofilica, de alto peso
molecular (REDDY, et al., 2014), sendo formados por homopolimeros ou
copolimeros, de caréater insolavel, devido as reticulagdes quimicas existentes. A
reticulacdo (entrelacamento das cadeias poliméricas no hidrogel) pode ocorrer via
ligagbes de compartilhamento de pares de elétrons, produzindo géis néo reversiveis
ou reticulacdo fisica formada por meio de interacbes secundarias e/ou interacéo
eletrostatica, que produz as vezes géis reversiveis (KATIME; KATIME; KATIME,
2004).

Os hidrogéis formados por reticulacdes quimicas sdo denominados como
hidrogéis quimicos ou permanentes, pois seu conjunto estrutural ndo pode ser
dissolvido. Os hidrogéis obtidos por reticulacdo fisica (obtidos via interacéo
eletrostatica e/ou intera¢des secundarias tipo Van der Waals, ligacdes de hidrogénio,
dipolo-dipolo e ion-dipolo sdo denominados de hidrogéis reversiveis, e sua estrutura
pode ser dissolvida, variando estimulos externos (pH, forca ibnica e temperatura)
(AOUADA, 2009). No entanto, os hidrogéis fisicos podem também ser
irreversiveis/permanentes. Isso ocorre quando a interacdo entre os componentes do
sistema ocorre de forma efetiva.

As cadeias reticuladas dos polimeros no hidrogel sdo geralmente
compativeis termodinamicamente com fluidos aquosos, permitindo o intumescimento
do material (AHMED, 2015). O intumescimento ocorre devido a presenca de grupos
funcionais presentes na estrutura dos polissacarideos componentes do sistema, tais
como -OH, -COOH, -CONHga, -NH,, -SO3H (ADRIANO et al., 2008; MENDES et al.,
2010). A insolubilidade é influenciada pelo grau de entrelagamento (grau de
reticulagdo) das cadeias poliméricas no hidrogel e pelas condicbes de pH,

temperatura e forga idnica do meio.
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Mesmo com sua elevada afinidade pela a agua, os hidrogéis sao
impedidos de se dissolverem neste meio devido as liga¢cdes quimicas ou fisicas
presentes entre as cadeias poliméricas. Assim, a agua penetra entre as redes
poliméricas, causando inchacgo, proporcionando ao hdrogel adquirir sua forma
(HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008; HENNINK; VAN NOSTRUM, 2002).

Ao entrar em contato com um meio de intumescimento, os hidrogéis
interagem com este meio, devido a fatores fisicos intrinsecos a rede 3D e a fatores
externos (RUDZKINSKI et al., 2002). Isso proporciona a ampliacdo da estrutura do
hidrogel, aumentando o distanciamento entre as ligacdes das cadeias poliméricas e
0 seu respectivo volume. Desta forma, ao manter o controle dos fatores fisicos e
externos (quantidade e tipo de agente de reticulacdo, balanco hidrofilico-hidrofébico,
densidade das estruturas poliméricas, grupos hidrofilicos) o hidrogel pode ser
aplicado, possibilitando a formacdo de matrizes com propriedades mecanicas
adequadas (MATTOSO et al., 2009).

Pelo fato de suas similaridades aos tecidos vivos naturais, 0os hidrogéis
sdo utilizados na producdo de membranas de biossensores, lentes de contato,
revestimento para coracao artificial, dispositivo para liberagdo de farmacos, material
para pele artificial, agricultura, aditivos alimentares, curativo para feridas, produtos
de higiene dispositivos para viabilizar cultura de células, dentre outras aplicacdes
(PEPPAS et al., 2000; ANISHA, et al., 2010; CHEN, et al., 1995; VAN DER LINDEN,
et al., 2003).

A formacéo de hidrogéis ocorre a partir de materiais naturais, sintéticos ou
a partir da juncdo de ambos. Quando sua producdo ocorre a partir de polimeros
naturais, sua propriedade mecanica pode ser irregular. Entretanto, a
biodegradabilidade, a biocompatibilidade e o reconhecimento de moléculas
biolégicas sao propriedades vantajosas que hidrogéis possuem pelo emprego de
polissacarideos naturais como agentes precursores (LIN; METTERS, 2007). Assim,
0s polissacarideos sédo excelentes candidatos ao preparo de hidrogéis
biocompativeis, uma vez que, possuem diversidade de grupos funcionais em sua
respectiva estrutura, que respondem a diferentes estimulos de acordo com o meio
em que estao inseridos (LOPES, et al., 2017).

Dentre os polissacarideos utilizados para preparar hidrogéis, a QT € sem
divida um dos mais utilizados, bem como, o alginato, gelatina, sulfato de

condroitina, colageno, derivados de celulose, amido, PEC, heparina, gomas, acido
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hialurdnico, carragena, dextrina, entre outros (ADRIANO et al., 2008; MENDES et
al., 2011). A partir das propriedades conhecidas na literatura acerca da QT e PEC,
oS topicos a seguir destacam algumas aplicacbes e beneficios destes

polissacarideos.

3.2 QUITOSANA

Caracterizado como heteropolissacarideo pseudonatural a QT ¢é
proveniente natural das paredes celulares e esporos das espécies fungicas (Mucor e
Zygomicetes) (KUBOTA et al., 2000) ou por meio da reacdo de N-desacetilagéo da
quitina (ALVES; MANO, 2008), sendo o principal composto sobre exoesqueletos
dos artrépodes (RABEA, et al, 2003), como caranguejos, lagostas, siris
(KRAJEWSKA, 2004).

Quimicamente a QT é um polissacarideo catiénico (YOSHIDA; BASTOS;
FRANCO, 2010; RECILLAS, et al., 2011) com uma estrutura quimica copolimérica
formada por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) e 2-acetamido-
2desoxi-D-glicopiranose (GlcNac), interligadas por meio de ligacdes glicosidicas do
tipo B(1— 4). Entretanto, ha predominancia da unidade de glicosamina (GIcN)
(ALVES; MANO, 2008). A Figura 1 representa a estrutura repetitiva da QT.

Figura 1 - Estrutura quimica da quitosana (QT)
Fonte: Autoria propria

H—| OH - _
< OH
HO 1 © o
NH> HO L OH
- —

HN

O

HsC -

Para obter a QT através da reacdo de N-desacetilacdo da quitina, 0s
grupos acetamido (-NHCOCHj3;) pertencentes a N-acetilglicosamina (GI-NAc) sao
substituidos por grupo funcional amino (-NH;), formando desta forma o

polissacarideo almejado em diferentes graus de substituicdo. No entanto, este
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produto obtido somente passa a ser denominado de QT quando o grau de
desacetilagdo (GD) esta acima ou igual a 60%, ou seja, este valor representa a
capacidade do biopolimero se tornar solivel em solu¢cdes acidas diluidas
(ROBERTS, 1992).

Dentre as propriedades da QT, o GD € a propriedade quimica mais
importante, por ser influenciador das caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do
biopolimero (JIANG; CHEN; ZHONG, 2003). A proporcao deste parametro na
estrutura da QT estd relacionada as condicbes de sintese utilizadas na
desacetilagédo, bem como a fonte de extragdo da quitina (SPIN-NETO et al., 2008;
JIANG; CHEN; ZHONG, 2003). Identificada pela primeira vez em 1884, a QT
possui diversas caracteristicas, como por exemplo: basicidade, biodegradabilidade
(enzimas quitinases clivam as liga¢cdes glicosidicas), agente de cura e regeneracao
de tecidos, capacidade bacteriostatica e ndo-toxicidade (DRESSLER, 2008).

Devido a grande vantagem proporcionada pela utilizacdo de polimeros
obtidos a partir de fontes renovaveis, a QT tem sido um dos biopolimeros mais
atraentes para a agricultura, medicina, industria de alimentos, meio ambiente,
industria de cosméticos, industria farmacéutica, e no tratamento de aguas residuais.
A QT pode ser aplicada na forma de filmes, hidrogéis processados nas formas de
micro e nanoparticulas, membranas, esferas, dentre outros dispositivos
(LAVORGNA, et al., 2014; WICKER, et al., 2014).

Hidrogéis contendo QT podem ser produzidos por dois métodos:
reticulacdo ibnica (via associacdo fisica), por coordenacdo com ions metalicos e
outros polieletrolitos anidnicos, e por reticulacdo quimica/irreversivel entre a QT e
um agente de reticulacdo (DASH, et al., 2011; XU et al., 2013; YANG, et al., 2012).
Hidrogéis fabricados por reticulacédo ibnica possuem melhor biocompatibilidade em
comparacao aos hidrogéis preparados por meio de agentes de reticulacdo, que
muitas vezes sao sintéticos e toxicos. Neste caso, as aminas primarias da QT (pKa =
6,3) possuem condi¢cBes de serem protonadas em meio cujo pH € menor que 6,3
tornando o polissacarideo soltvel (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).

Sua aplicacédo na forma de hidrogel é decorrente de suas caracteristicas
de baixa citotoxicidade, renomada atividade bactericida, biodegradabilidade e
biocompatibilidade com outros polimeros (KONG, et al., 2010), e pode promover
adesao, proliferacéo e diferenciacao celular (KHOR; LIM, 2003; WEI et al., 2010),

permitindo que sejam aplicados na cultura de células, atuando como matriz scaffold
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(JAYAKUMAR, et al., 2010). Além disso, os grupos quelantes (grupos hidroxila e
grupos amino) fazem com que este polissacarideo também seja aplicavel como um
adsorvente eficiente na remocdo de varios tipos de poluentes em efluentes
(UNAGOLLA; ADIKARY; 2015).

3.3 PECTINA

A pectina (PEC) é um biopolimero complexo, de baixa citotoxicidade e
encontrado como um componente da lamela média em diversas plantas (COSTA,;
FERREIRA; CRUZ, 2016). Quimicamente é um polissacarideo aniénico, em que sua
estrutura é formada por uma cadeia linear de acido a-(1,4)-D-galacturdnico, sendo
0s grupos carboxilicos parcialmente metoxilados (Figura 2) (BOURGEOIS et al.,
2006; NINAN et al., 2013). Por possuir uma estrutura complexa seu peso molecular
encontra-se entre 50.000 a 180.000 Da. (SINHA; KUMRIA, 2001).

Figura 2— Estrutura quimica da pectina (PEC).
Fonte: Autoria propria
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A PEC é encontrada em plantas superiores, tais como macieiras,
laranjeiras e pereiras, estando localizada especificamente na parede celular priméaria
das células vegetais e, também, nas camadas intercelulares, proporcionando
adesividade na unido entre as células, como também, firmeza e resisténcia
mecanica (BRANDAO; ANDRADE, 1999; MESBAHI; JAMALIAN; FARAHNAKY,
2005; NINAN, et al. 2013). A PEC também é importante para a firmeza dos vegetais,
caracteristica fundamental para o crescimento, amadurecimento, armazenamento e
processamento dos mesmos. De forma natural, a PEC esta vinculada a celulose, a
hemicelulose e a lignina, estando presente na forma de protopectina, sendo extraida
do mesocarpo (polpa) de algumas frutas citricas (PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009).



22

A PEC é dividida em alguns grupos, mediante o seu grau de esterificacao,
sendo agrupadas em: PEC de alto grau de metoxilagdo, com valores na faixa de 60
a 75%, PEC com baixo grau de metoxilacdo com valores na faixa de 20 a 40%.
Também ha outros compostos pécticos como a PEC amidadas (VANDAMME et al.,
2002).

A variacao do grau de metoxilagéo influencia na capacidade de formacgao
de géis da PEC, pois materiais com grau de metoxilacdo elevado necessitam de um
pH proximo a 3 para que ocorra formacdo de gel, sendo sollveis em agua em
temperaturas superior a 60 °C, e necessitando as vezes de um agente dispersante
para que nado ocorra a formacado de grumos durante o processo de gelificacdo. As
PEC com grau de metoxilacdo baixo, produzem gel independente do pH da solucéo,
na presenca de ions célcio ou outros cations divalentes (SRIAMORNSAK, 2003;
CHO; HWANG, 2000; GANCZ; CORREDIG; ALEXANDER, 2006).

As caracteristicas e propriedades da PEC permitem que este
polissacarideo seja aplicAvel em inameras &areas, tais como, tecnologia e
processamento de alimentos, conferindo firmeza, retencdo de sabor e aroma, como
também sendo empregada na dispersdo e estabilidade de emulsbes (GANCZ;
ALEXANDER; CORREDIG, 2006).

Outras duas areas importantes de aplicacdo da PEC remetem-se a area
farmacéutica e a cultura de células. Na area farmacéutica este composto encontra-
se inscrito na FDA (Food and Drug Administration) como um aditivo seguro, sem a
imposicdo de limites para sua ingestdo diaria (CRISPIN; CARO; VEIGA, 2012).
Neste ramo, este polissacarideo € utilizado na producdo de medicamentos
antidiarreicos, desintoxicantes, na area de engenharia de tecidos, na protecdo
gastrointestinal (LIU, et al., 2003; SUNGTHONGJEEN, 2004) e na area de liberacdo
controlada de farmacos (SUNGTHONGJEEN, 1999). A aplicagdo da PEC em
hidrogéis permite que este polissacarideo atue como um material propicio para
cultura de células, atuando como matriz scaffold. Isto se deve principalmente as
propriedades deste polissacarideo como, biocompatibilidade e capacidade de
imobilizagéo de células (AMIRIAN, et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Pectina de maca (PEC) com M,, = 2,9 x 10° g/mol™ contendo unidades de
acido galacturdnico 74% e acido galico (99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Brasil). A quitosana (QT) (85% desacetilada) com massa molar = 8,7 x 10* g/mol*
foi adquirida da Golden-Shell Bioquimica (China). Outros reagentes, tais como
hidroxido de sodio (NaOH) e acido cloridrico (HCI) foram utilizados, sem qualquer

purificacdo adicional.

4.2 PREPARACAO DO HIDROGEL DE QUITOSANA E PECTINA (QT/PEC)

Foram preparadas separadamente solu¢Bes dos polissacarideos (QT e
PEC) sob agitacdo magnética (30 min) a 65 °C em solucdo 0,1 mol.L™ de HCI. Apés
obtencéo das solucdes isoladas, estas foram misturadas, utilizando a composicéao 10
mL da solucéo de QT (1,0% m/v) com 30 mL da solugédo de PEC (1,0% m/v). Ap6s 1
h, o sistema (40 mL) foi mantido sob temperatura ambiente (25 °C) até se atingir a
gelificacdo. Apds, o hidrogel foi purificado por imersdo em agua destilada durante 72
h, ajustando o pH do sobrenadante (pH = 7,0) com uma solucédo 0,1 mol.L™ de
NaOH. Apés a lavagem, o hidrogel manteve uma estrutura intacta. O hidrogel
intumescido e neutralizado foi cortado em pequenos pedacos com formato desejado,
congelado e liofilizado a -50 °C, durante 72 h. Esta amostra foi entdo esterilizada e
subsequentemente utilizada em ensaios de culturas de células, ensaios de

citotoxicidade e estudos de liberacao.

4.3 DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE GELIFICACAO

A determinacdo da temperatura de gelificacdo foi realizada por meio
método de inclinagdo, ao qual um tubo de ensaio contendo a solugdo a quente do
hidrogel (65 °C) é inclinada, sendo a mesma depositada dentro de um banho-maria

termostatizado, monitorando sua temperatura com auxilio de um termémetro. A
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temperatura em que a solucdo deixa de fluir € definida como a temperatura de
gelificacd@o. Esta respectiva andlise foi realizada em triplicata (n = 3).

4.4 CARACTERIZACAO DO HIDROGEL

4.4.1 Espectroscopia Na Regidao Do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR foram registrados utilizando um espectrofotdmetro
infravermelho com transformada de Fourier (Modelo Cary 630), operando a partir de

650 a 4000 cm™, com uma resolucéo de 4 cm™, obtido apds acumular 64 scans.

4.4.2 Difracao de Raio-X (WAXS)

Perfis de WAXS foram registrados em um difratdbmetro modelo Shimadzu
XRD-600 equipado com radiacdo Cu K-Ni-filtrada. Os perfis de WAXS foram
coletados na faixa de espalhamento 2 = 5-70°, com resolucdo de 0,02° até 2°min™*
de velocidade de varredura. As andlises foram realizadas por aplicacdo de uma
voltagem de aceleracdo de 40kV e uma corrente de intensidade de 30 mA.

4.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A morfologia do hidrogel foi investigada por analise de SEM usando um
equipamento Shimadzu, modelo SS 550. A amostra foi revestida por uma fina
camada de ouro para permitir a visualizacdo das imagens de SEM. As imagens
foram obtidas através da aplicacdo de um feixe de elétrons acelerados com
voltagem de 10-15 kV. Os diametros médios dos poros foram calculados pela

analise de imagens de SEM, usando o software Size Meter®©, versao 1.1.
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4.5 APLICACOES

4.5.1 Ensaios de Citotoxicidade

A atividade citotdéxica do hidrogel foi avaliada contra células HT-29
(células epiteliais tumorais do c6lon humano) e células VERO (células epiteliais do
rim de Macaco Verde Africano) por meio do ensaio MTT. Este ensaio colorimétrico
baseia-se na capacidade das mitocondrias viaveis de converter MTT (sal de
tetrazolio amarelo [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo) em cristais de
parpuras de formazan. Para isso, células VERO e HT-29 cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
foram dispensadas em placa estéril de 24 pocos na concentracdo de 2,5x10°
células/mL e incubadas por 24 h a 37 °C e 5% de tensdo de CO,. Apés esse
periodo, o sobrenadante foi retirado e foram adicionados o hidrogel. Ap6s 48 h de
incubacéo, as células foram lavadas com PBS e MTT (2 mg/mL) foi adicionado em
cada poco e incubados na auséncia de luz, a 25 °C. Apés 4 h, foi adicionado DMSO
(dimetil sulféxido), a fim de romper as células e solubilizar os cristais de purpuras de
formazan, e a absorbancia foi lida em espectrofotdbmetro (BIO-TEK Power Wave XS
spectrophotometer) a 570 nm. O valor de CCsg (concentracao citotoxica de 50%) foi

estimada em relacdo ao controle positivo (FACCHI, et al., 2016).

4.5.2 Ensaios de Cultura de Células

Para a avaliagdo da viabilidade celular do hidrogel, foi utilizado
novamente o ensaio MTT. Para isso, células de pré-osteoblastos (células MC3T3-
E1) foram cultivadas em meio a-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% penicilina/estreptomicina e mantidas a 37 °C e 5% CO,. Apos atingirem 90% de
confluéncia, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas em a-
MEM. Apoés, as células foram plagqueadas sobre as amostras teste em placas de 24
pocos ou somente sobre a placa (controle negativo), com uma densidade de 2,5 x
10° células por poco e incubadas por 2, 5 e 10 dias a 37 °C e 5% de CO,. A
viabilidade celular foi determinada pelo método MTT (sal de tetrazoOlio amarelo [3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo). Apds 2, 5 e 10 dias de incubacdo, as
células foram lavadas com PBS e MTT (2 mg/mL) foi adicionado em cada poco e
incubados na auséncia de luz, a 25 °C. Ap6s 4 h, foi adicionado DMSO (dimetil
sulfoxido), a fim de romper as células e solubilizar os cristais de purpuras de
formazan, e a absorbéancia foi lida em espectrofotometro (BIO-TEK Power WaveXS
spectrophotometer) a 570 nm. A viabilidade celular foi estimada em relacdo ao

controle negativo (células plagueadas sem o hidrogel) (FACCHI, et al., 2016).

4.5.3 Ensaios De Liberacdo Controlada

4.5.3.1 Curva de calibracdo e eficiéncia de encapsulacéo

O método envolvendo a captura do radical livre DPPHe (2,2-Difenil-1-
picrilidrazil) utilizada para quantificar o acido gélico nos estudos de liberagdo
controlada foi realizado de acordo com BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
(1995), com algumas modificacbes (MA et al., 2011). O método em questdo sera
utilizado para quantificar a eficiéncia de encapsulacado do acido galico na matriz do
hidrogel, bem como, avaliar a cinética de liberacao do farmaco proposto.

Para a construcdo da curva de calibracao, aliquotas de 25 pL da solucdo
padrdo do &cido galico com concentragéo de 2.500 pumol.L™ foram misturadas em
agua e, em seguida, com 2,00 mL de uma solucdo metandlica de DPPH< na
concentracdo de 6,25x10™ mol L. A mistura foi deixada no escuro por 30 min e, em
seguida, a absorbancia foi medida em 517 nm, utilizando um espectrofotdmetro Cary
60. Solucdes de acido galico em diferentes concentracbes foram utilizadas para
construcdo da curva de calibracdo, sendo a capacidade antioxidante expressa em
umol de equivalente acido galico g™ de amostra acido galico.

Para incorporar o acido galico na amostra, 1,0 g do hidrogel seco foi
imerso em uma solucdo de 50 mmol L™ de 4cido gélico durante 24 h, sendo evitado
o0 contato do sistema com a luz. Apés este tempo a quantidade de acido galico
presente no sobrenadante, assim como, a eficiéncia de encapsulagdo foram
estimadas por meio do método DPPHe, utilizando a curva de calibracdo citada

anteriormente.
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4.5.3.2 Estudos de liberagdo controlada

0,01 g do hidrogel encapsulado com &cido galico foi colocado em 25 mL
de solucdes aquosas de HCI/KCI (pH 1,2) e KH,PO4/NaOH, pH (6,8) a 37°C. Foram
coletadas aliquotas de 30 pL do sobrenadante em funcdo do tempo e estas foram
adicionadas em 3,0 mL da solugcdo de DPPHe.. Apds 30 min a absorbancia em 517
nm foi estimada. A liberagdo do antioxidante incorporado no hidrogel foi avaliada

pelo método DPPHe, descrito anteriormente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTRUTURA DO HIDROGEL

A QT solubiliza-se em meio acido, devido a protonacédo dos grupos amino
em sua estrutura. Portanto em meio HCI 0,1 mol/L a QT apresenta em sua estrutura
0s grupos amino na forma NHs", pois o pKa dos grupos —NH; é em torno de 6,3 (XU;
HAN; LIN, 2016). A PEC solubiliza-se em HCI 0,1 mol/L, entretanto, necessita de
aguecimento para rompimento das interacbes PEC-PEC, ocasionando a protonacéo
dos grupos —COOH de sua estrutura, diminuindo sua interacdo com a H,0O, pois o
pKa dos grupos —COOH é em torno de 3,5. Deste modo em meio de HCI 0,1 mol/L
0s polissacarideos nédo interagem via interacdo de Coulomb. Apds purificacdo, o

hidrogel de QT/PEC apresentou aspecto homogéneo, de coloracéo clara (Figura 3).

Figura 3 — Hidrogel de QT/PEC apés purificacao.
Fonte: Autoria propria

Costa, Ferreira e Cruz (2016) enfatizam que a formacao do hidrogel de
QT/PEC esta relacionado aos valores de pH das solucbes em que o0s
polissacarideos foram preparados, proporcionando a protonacdo da QT (pH acido) e
a desmetoxilagdo da PEC (pH bésico). Este fator acarreta a formacdo de
polieletrolitos de cargas opostas e alta densidade de carga dos polissacarideos nas
solucdes, leva a formacdo de hidrogéis por complexacéo ibnica entre 0s grupos
cationicos da QT e os anidnicos da PEC, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre
as cadeias polissacaridicas. Este efeito ndo ocorreu no sistema proposto, pois a

PEC ndo estava ionizada na solucdo de HCI 0,1 mol L™. Por isso, a formac&o do
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hidrogel ocorreu (principalmente) por meio de interacOes de ligacdes de hidrogénio
entre as redes dos polissacarideos.

Assim, a formacdo do hidrogel QT/PEC deve-se principalmente a
ocorréncia de interacdo intermolecular envolvendo os grupos —COOH e —OH da
PEC, com os sitios —OH e -NH3" da QT, ambos protonados em meio acido (Figura
4). Em 65 °C o sistema € constituido por uma solucdo homogénea, no entanto, a
diminuicAo da temperatura para 38 °C possibilita a formacdo do hidrogel
termossensivel. A temperatura de gelificacdo (38 °C) foi estabelecida pelo “tilting
method” (método de inclinacdo). Durante o esfriamento do sistema, ocorre o
estabelecimento de interacdes intermoleculares e interacdo ion dipolo entre as
cadeias dos polissacarideos, levando a obtencéo do hidrogel. Em altas temperaturas
>38 °C ha maior mobilidade do sistema, impedindo o estabelecimento de interacdes

de curto alcance para formar o hidrogel.

Figura 4 — Precursores do hidrogel e provavel estrutura do sistema QT/PEC.
Fonte: Autoria propria
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Condicdes propicias favorecem a ocorréncia da gelificacdo. Neste
processo ha uma associagao intermolecular levando a aglomerag¢do dos polimeros
até atingir um ponto critico. Este ponto especifico € determinado ponto de gelificacdo
(ou ponto gel), sendo definido como o parametro de maior relevancia em todo o
processo de gelificacdo, e caracterizado pelas modificacdes nas propriedades fisicas
e viscoelasticas do sistema (MADBOULY; OTAIGE, 2005).

De acordo com a literatura (VENTURA; BIANCO-PELED, 2015), em
concentracbes baixas de PEC as estruturas dos hidrogéis sdo estabelecidas sob
baixas temperaturas, pois as ligacoes de hidrogénio séo interacdes dipolares livres
que envolvem a interacdo de atomos de hidrogénio com elementos de alta

eletronegatividade, como oxigénio e nitrogénio. Além disso, baixas concentracfes de
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PEC resultam em quantidades insuficientes de grupos —COOH e grupos —OH para

interagir com a QT.

5.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FTIR)

Os polissacarideos QT e PEC e o hidrogel puro de QT/PEC foram
caracterizadas, empregando FTIR, sendo os espectros mostrados na Figura 5. Na
figura abaixo s@o destacadas apenas as bandas que sofreram maior modificacdo em

relacdo aos espectros citados.

Figura 5 — Espectros de FTIR da QT, PEC e hidrogel QT/PEC.
Fonte: Modelo Cary 630

3,0 4
2,5 1 PEC
2,0 - 1638
1744
2 QT/PEC
G
= 1,5 1
e
wn
[
© 1744
- 1,0 1
1621 QT
0,5
1656
1598
0,0
T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

O espectro FTIR da QT apresentou bandas caracteristicas em 1656
(desdobramento C=0 de amida primaria), em 1598 cm™ (desdobramento N-H de
amina primaria) (MARTINS, et al., 2011).
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No espectro FTIR da PEC observou-se bandas caracteristicas em 1744 cm™

(estiramento C=0 de éster e de acido carboxilico), em 1638 cm™ (relativamente aos
grupos carboxilato) (ALMEIDA et al., 2015).

Com relacdo ao espectro FTIR do hidrogel QT/PEC pode-se observar
bandas especificas e, bem definidas que comprovam a formacao do hidrogel, como:
a banda em 1744 cm™ (permanece o estiramento assimétrico e simétrico da
carbonila (C=0) e o alargamento da banda em 1621 cm™ devido & sobreposicéo de
bandas de C=0 de amida e ion carboxilato, permitindo confirmar a formagédo do
hidrogel QT/PEC.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

A investigacdo morfolégica do hidrogel foi realizada por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura (SEM). Imagens de SEM do hidrogel estdo apresentadas na
Figura 6. A partir da Figura 6, (escala de 100 um) observa-se que o hidrogel possui

superficie lisa e porosa, contendo regifes frageis.

Figura 6 — Micrografia do hidrogel QT/PEC ampliada em 100x.
Fonte: Shimadzu (modelo SS 550)

Para calcular o tamanho médio dos poros foram selecionados 5 poros na

imagem apresentada. A amostra do hidrogel de QT/PEC apresentou tamanho médio
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de poro de 364+122 um. Pela quantidade e tamanho dos poros, o hidrogel se
caracteriza como sendo um material super-poroso, sendo estes bem definidos, mas
com elevada polidispersividade. A elevada polidispersividade esta relacionada ao
processo de reticulacao fisica, pois ndo ha como controlar o mesmo. Sendo assim, a
superficie porosa do hidrogel, sugere que este sistema possa principalmente ser Util
para atuar como um suporte para promover crescimento de células. O elevado
tamanho médio dos poros é ideal para acomodacéo de células, funcionando como

um sitio ativo para adeséao e proliferacdo celular.

5.4 DIFRACAO DE RAIO-X (WAXS)

Na Figura 7 é apresentado o difratograma do hidrogel QT/PEC e dos
polissacarideos QT e PEC. Para a PEC os picos de difracdo ocorrem em 20 = 24°,
25° e 34°. A presenga destes picos caracteriza este polissacarideo como um
material de regides ordenadas, devido a ocorréncia de interacdes intermoleculares

entre os segmentos de cadeia do polissacarideo.

19
26
.
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Figura 7 — Difratogramas da QT, PEC e do hidrogel QT/PEC
Fonte: Shimadzu XRD-600
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No difratograma da QT observa-se picos de difracdo na regido 26 = 7°, 19° e
26°, caracterizando também uma estrutura com regides ordenadas. Os planos
cristalograficos deste polissacarideo dependem de inumeros fatores, como: fonte de
extracdo, grau de acetilagao, dentre outros (JAWORSKA et al., 2003). Sabe-se que
guanto maior o grau de acetilacdo, mais alta a cristalinidade da quitosana (BRANT,
2008). Segundo Martins et al., (2011) e Piai, Rubira e Muniz (2009) os valores
correspondentes a estes picos de difracdo da QT sé&o justificados pela grande
intensidade de interacéo via ligagdes de hidrogénio envolvendo os segmentos da
cadeia polimérica.

O difratograma do hidrogel QT/PEC nao apresenta nenhum pico de difracéo
estreito e intenso. Esta auséncia classifica o hidrogel analisado como um material
amorfo, sem a formacédo de regides de estrutura ordenada. Entretanto, observam-se
dois halos alargados na faixa de 10° a 30°. Isso caracteriza o hidrogel como sendo

de caracteristica amorfa.

5.5 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

Apés a caracterizacdo das propriedades fisicas do hidrogel QT/PEC, foram
analisados os efeitos citotéxicos dos polissacarideos QT, PEC e do hidrogel QT/PEC
sobre células cancerigenas (HT-29) e células saudaveis (células VERO). A analise
de citotoxicidade consiste no primeiro processo em averiguar a biocompatibilidade
de um material. A aplicacdo de testes in vitro funciona como uma triagem inicial
durante a primeira etapa avaliativa de biocompatibilidade, permitindo a inutilidade de
animais para pesquisa (MOMESSO, 2010). Williams (1989) enfatiza que o objetivo
de analisar a citotoxicidade de um material consiste em verificar sua
biocompatibilidade, analisando o funcionamento do mesmo por uma resposta
apropriada do hospedeiro com relagdo a uma aplicacao peculiar.

Com intuito de avaliar o limiar de toxicidade do hidrogel, ensaios de
viabilidade celular foram realizados com as amostras de QT, PEC e o hidrogel

QT/PEC em 48 h de incubacéo, utilizando concentracdo de 1000 pg/mL. Segundo
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consta na literatura, as células VERO sao indicadas para analises de citotoxicidade
(KIRPATRICK, 1992). Os resultados de citotoxicidade (CCsp — concentracao
citotoxica média) das amostras, bem como dos controles positivos utilizados estéo
mostrados nas Tabelas 1 e 2.

Analisando comparativamente os resultados para as células VERO, pode-se
observar que a PEC foi o material de maior citotoxicidade para estas células,
inibindo o crescimento para 58%, enquanto o hidrogel QT/PEC e QT inibiram 83% e
90%, respectivamente (Tabela 1). Todos estes dados de inibicdo celular foram
obtidos a partir da concentracdo de 1000 pg/mL. Somente a amostra controle foi
utilizada a 50 pg/mL (controle positivo Anfotericina B). A CCso da PEC foi avaliada
em 415+21 pyg/mL, sendo que para as outras amostras a CCso foi maior que 1000
pg/mL. Isso demonstrou a excelente biocompatibilidade do hidrogel QT/PEC sobre
as células VERO, potencializando aplicacbes médicas do hidrogel proposto neste

trabalho.

Tabela 1 - Resultados de citotoxicidade sobre a célula VERO.

COMPOSTOS CCso (Hg/mL) INIBICAO (%)*
PEC 415+ 21 58,0+ 34
QT >1000 9,81+2,8
QT/PEC >1000 154+ 45
Controle: Anfotericina B 82+1,6 94,0 + 2,1**

*Dados obtidos a 1000 pg/mL (n=3)

**Dado obtidos a 50 pg/mL (n=3)

Tabela 2 - Resultados de citotoxicidade sobre a célula HT-29.

COMPOSTOS CCso (ug/mL) INIBICAO (%)*




35

PEC >1000 42,8+ 3,9

QT >1000 38,0+8,3

QT/PEC >1000 33,394
Controle: Miltefosina 19+04 96,9 £ 0,1**

*Dados obtidos a 1000 pg/mL (n=3)

**Dado obtidos a 50 pg/mL (n=3)

Para as células HT-29 os polissacarideos PEC e QT, respectivamente,
apresentaram maior citotoxicidade do que o hidrogel QT/PEC, com valor de inibicdo
celular de 42,8% e 38%, enquanto o hidrogel mostrou inibicdo de 33,3% (Tabela 2)
Os resultados de inibicdo dependem da linhagem celular utilizada. Por meio do teste
de inibicao, verificou-se que o hidrogel possuiu menor citotoxicidade para ambas as
células estudas. Este efeito confirma também a formacdo do novo material,
constituido por QT e PEC. Para as células HT-29 foi utilizado o farmaco

MILTEFOSINA como controle positivo, na concentragéo de 50 ug/mL.

E importante ressaltar que analisando comparativamente a citotoxicidade do
hidrogel QT/PEC em relacdo as células VERO e HT-29 pode-se afirmar que o
hidrogel QT/PEC foi mais citotéxico contra as células HT-29, em comparacdo com as
células VERO. Este resultado demonstra uma grande vantagem, pois o hidrogel
QT/PEC pode apresentar biocompatibilidade sobre tecidos saudaveis aumentando o
espectro de aplicacdo do material na area médica.

Em relacdo aos polissacarideos (QT e PEC), observou-se que o efeito
citotoxico da PEC foi evidente tanto contra as células cancerigenas quanto para as

células saudaveis.

5.6 CULTURA DE CELULAS

Pelo fato das micrografias de SEM constatarem a superficie porosa no
hidrogel e 0 mesmo apresentar tamanho médio de poros ideais (>300 um), analisou

se a estrutura morfologica seria propicia para promover cultura de células. Este
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ensaio foi realizado a partir de células pré-osteoblastos (célula MC3T3-El),

utilizando o hidrogel QT/PEC como matriz suporte - scaffold.

Tabela 3 - Resultados de viabilidade celular sobre as células MC3T3-E1.

Viabilidade celular (%)*

Amostras 2 Dias 5Dias 10 Dias

QT/PEC 113+0.7 118.9+4 124.2+2

Controle 10010 100+0 100+0

*Dados expressados com n = 3.

O periodo de adeséo celular ao hidrogel € considerado primordial para que
ocorra o processo de interacdo célula-biomaterial. Esta etapa esta relacionada ao
reconhecimento morfoldgico, ligacdo e interagdo com o substrato, para que assim
haja afinidade celular. Apds as células estarem aderidas a estrutura do hidrogel,
inicia-se o processo de reproducdo, producdo de nova matriz celular e fendtipo
celular (YANG et al., 2002; SANTOS et al., 2004).

Através dos resultados obtidos, observa-se que o hidrogel QT/PEC é um
excelente material para promover o crescimento celular das células MC3T3-E1,
sendo altamente biocompativel para proliferacdo celular, aumentando a viabilidade
celular para 24,2% nos primeiros 10 dias de estudo, quando comparado ao controle
negativo (células MC3T3-E1 incubadas sem a presenca do hidrogel).

A sobrevivéncia das células por um periodo de até 10 dias em contato com o
hidrogel indica que a composicao quimica do sistema nao foi toxico sobre as células,
pelo contrario, o hidrogel foi potencializador de crescimento celular, indicando que as
células se adaptaram a estrutura porosa 3D do material, se acomodando entre os
poros, para que ocorresse 0 crescimento. Neste caso, o hidrogel mimetizou o
ambiente extracelular, possibilitando excelente interacdo para com as células e
consequente crescimento celular. As células ndo apresentaram comportamento de
apoptose (morte celular programada), classificando o hidrogel como potencial para

atuar como matriz suporte de crescimento celular das células de tecido 0sseo,
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abrindo perspectivas para ensaios in vivo. Neste sentido, o hidrogel a base de
QT/PEC pode ser um promissor candidato para promover reparacao e crescimento
de tecidos 6sseos (WERNER et al., 2012; e ELISSEEFF et al., 2006).

Birch et al. (2015) utilizou um hidrogel de QT/PEC obtido a pH 7.4 em meio
salino de NaCl e utilizou este hidrogel para analisar a proliferacdo e o crescimento
celular em cultura de células derivadas da medula humana (células-tronco
mesenquimais). O hidrogel foi obtido em condi¢des biologicamente compativeis (pH
= 7,4), utilizando quantidade apropriada de NaCl para reter as interacbes
eletrostaticas entre as cadeias poliméricas, gerando um hidrogel termossensivel,
com tamanho de poros de apenas 30 ym. Como resultado o respectivo hidrogel
demonstrou ser um material compativel para curativo de feridas. Entretanto,
dependente da quantidade de sal utilizada, o hidrogel pode tornar-se um material
citotéxico, reduzindo seu potencial biomédico. O meio salino promoveu a diminui¢cao
do tamanho de poros do hidrogel, quando comparado ao resultado obtido neste
estudo em até 12 vezes. Os pares i6nicos entre os ions do NaCl e o grupos
ionizaveis dos polissacarideos blindam a repulsdo entre os grupos —NH3'/-NH3" e
-COO’/-COO’" reduzindo o tamanho dos poros. O efeito salino também inibe a
interacdo eletrostatica destes ions de carga oposta, suprimindo a formacédo de
hidrogéis estabelecidos principalmente via interacdo de Coulomb. Comparado este
sistema com o hidrogel proposto neste trabalho, vale a pena ressaltar que o hidrogel
desenvolvido nesta oportunidade possui grande potencial para atuar como scaffold,
devido sua biocompatibilidade e excelente potencial sobre as células de tecido
0sseo de ratos.

5.7 LIBERACAO CONTROLADA

Para verificar a liberacdo controlada do antioxidante na matriz do hidrogel
verificou-se que a eficiéncia de encapsulacdo do hidrogel foi de apenas 3,36%. O
hidrogel encapsulou somente 0,00037g de acido galico. O hidrogel ndo apresentou
afinidade para com o &cido gélico e, por isso, a eficiéncia de encapsulagéo foi baixa.
Assim como a PEC, o acido galico também tem caracteristica anidnica. A
encapsulacéo foi feita a partir de uma solucéo de acido galico, em agua destilada

(pH=6). Sabe-se que nesta condigcdo a PEC (que esta em excesso na matriz do
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hidrogel) e o acido gélico possuem 0s seus grupos carboxilicos ionizados; portanto,
a repulsao entre estes reduziu a eficiéncia de encapsulacéo para apenas 3,36%. A
Figura 8 ilustra o perfil de liberacdo do acido galico, utilizando o hidrogel QT/PEC
como matriz carreadora, nos meios fluido gastrico simulado (pH = 1,2) e fluido

intestinal simulado (pH 6,8).

Figura 8 — Cinéticas de liberagdo do acido galico (n =3).
Fonte: autoria propria

3,5 1
3,0 ./.rlo
J ./
2,5 - ./
;o\ ] /
2,0
_f.c: ®
£ ] / —m—pH 6,8
= 1,5 - —e—pH 1,2
o [ J
S ]
On
© 1,0 -
L
0,5
0,0 {om-m ] ] ] ] ]
T T T T T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Através da curva de liberacdo obtida a pH 1,2 observou-se uma liberacao
rapida do acido galico em apenas 40 minutos, estabilizando-se a partir deste tempo.
Esse resultado € muito ruim, uma vez que a liberacdo nao pode ocorrer de forma
brusca, e a mesma ainda ocorre na regido gastrointestinal. Isso aumentaria
rapidamente a concentracdo do farmaco no corpo humano, elevando os riscos de
citotoxicidade. Esse modelo se assemelha ao tratamento convencional, pois muitas
vezes quando as pessoas ingerem algum tipo de medicamento, a concentracao
ultrapassa a faixa terapéutica de concentracdo, aumentando a toxicidade sobre o
organismo. A liberacdo brusca se deve a dois motivos: (i) o hidrogel € muito poroso
e isso possibilita uma difusdo muito rapida de moléculas de agua, (ii) o &cido gélico
deve ter se adsorvido na superficie do material, permitindo a liberacéo brusca. Ja no

meio de fluido intestinal (pH 6,8) o farmaco néo foi liberado. Esse fator e o resultado
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obtido de liberacéo (fragcdo de acido gdlico liberada em pH 1,2 iguala a = 3.0%),
podem ser explicados pela baixa estabilidade do acido gélico em solugdo. Neste
caso, o hidrogel ndo atuou como matriz protetora do mesmo, por isso os resultados

foram insatisfatorios.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O hidrogel QT/PEC foi facilmente obtido nas propor¢cdes de cada
polissacarideo utilizado. Apés liofilizado, analises de SEM constataram a elevada
porosidade do hidrogel, caracteristica positiva deste material, pois permite analisa-lo
para verificar se possui uma superficie propicia para cultura de células. Em relacéo a
citotoxicidade, o hidrogel QT/PEC foi mais citotoxico para células cancerigenas (HT-
29) do que para as células sadias (VERO). Este resultado é satisfatorio,
classificando o material como biocompativel. Entretanto, quando comparado aos
polissacarideos puros, o hidrogel possuiu baixa citotoxicidade para ambas as células
estudadas, demonstrando que a unido de ambos o0s polissacarideos eleva a
biocompatibilidade do sistema.

Para analise de cultura de células, o hidrogel contribuiu para a proliferacéo
das células de tecido 6sseo, aumentando sua populacéo para 24,2% em apenas 10
dias de analise. Este fato comprova que o tamanho médio dos poros do hidrogel
possui dimensado suficiente para promover proliferacdo celular, ou seja, o hidrogel
mimetizou a matriz extracelular, promovendo crescimento celular consideravel.

A respeito da liberagéo controlada do &cido galico, houve liberacdo em meio
gastrico (pH 1,2), sendo o equilibrio atingindo em 40 minutos de andlise. Por outro
lado, no meio intestinal (pH 6,8) ndo houve liberacdo. Este resultado demonstra a
ineficiéncia deste hidrogel em processos de liberacdo controlada de acido galico
devido a brusca liberagdo do mesmo. Além disso, a liberacdo ocorreu em meio

gastrointestinal.
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