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RESUMO

Os avangos na medicina e tecnologia levaram a um aumento na expectativa de vida
da populagdo mundial. Com o envelhecimento, no entanto, surgem desafios
relacionados a saude, incluindo doengas cronicas, lesdes e degeneracgéo dos tecidos.
Nesse contexto, a medicina regenerativa desempenha um papel muito importante,
onde cada vez mais se faz necessario a ampliagdo de biomateriais. Dentre os
biomateriais, os polimeros destacam-se por sua ampla versatilidade estrutural e
funcional, sendo os hidrogéis considerados um dos mais promissores para aplicagcoes
em medicina regenerativa, especialmente aqueles formados pelo biopolimero acido
hialurénico (HA), devido a sua biocompatibilidade e biodegradacdo. Esse estudo
propde o desenvolvimento de um biomaterial polimérico capaz de reticular
rapidamente em condigdes fisioldgicas. A rapida reticulagéo visa permitir a inje¢ao do
material em forma liquida, seguida de sua geleificagdo. O &acido hialurénico foi
modificado com furfurilamina (HA-Furano) para posterior reticulagdo por meio da
reacao Diels-Alder, para que essa reacado fosse possivel foi sintetizada uma
bismaleimida (BM) soluvel em agua a partir do aminoacido lisina. Os materiais foram
caracterizados por titulagdo condutimétrica, FTIR, RMN, analise térmica, teste de
reticulacao e analise reoldgica. Além disso, foram realizadas analises bioldgicas, que
mostraram o potencial de aplicagdo desses materiais na area da saude, uma vez que
nao apresentaram toxicidade para as células. Foi observado por meio da titulagédo
condutimétrica uma substituicdo de 40% por grupamento furanico apos a modificagao
do HA com a furfurilamina. As andlises de FTIR e RMN permitiram confirmar a
introducdo do grupo furano na estrutura do acido hialurénico, além de evidenciar a
formacao da BM e a reticulagdo do HA mediada por essa molécula. A reticulagao
ocorreu em um curto periodo de tempo em aproximadamente 1 minuto apoés o contato
do HA-Furano com a BM, o aumento da viscosidade foi confirmado por meio da

analise visual e analises reoldgicas.

Palavras chave: Hidrogel; Acido hialurénico; Bismaleimida; Diels-alder; Medicina
Regenerativa.



ABSTRACT

Advances in medicine and technology have led to an increase in the life expectancy of
the world's population. With ageing, however, health-related challenges arise,
including chronic diseases, injuries and tissue degeneration. In this context,
regenerative medicine plays a very important role, where the expansion of biomaterials
is increasingly necessary. Among biomaterials, polymers stand out for their wide
structural and functional versatility, with hydrogels considered one of the most
promising for applications in regenerative medicine, especially those formed by the
biopolymer hyaluronic acid (HA), due to their biocompatibility and biodegradability.
This study proposes the development of a polymeric biomaterial capable of rapid
cross-linking under physiological conditions. Rapid cross-linking aims to allow the
injection of the material in liquid form, followed by its gelation. Hyaluronic acid was
modified with furfurylamine (HA-Furano) for subsequent cross-linking through the
Diels-Alder reaction. To enable this reaction, a water-soluble bismaleimide (BM) was
synthesised from the amino acid lysine. The materials were characterised by
conductometric titration, FTIR, NMR, thermal analysis, cross-linking test and
rheological analysis. In addition, biological analyses were performed, which showed
the potential for application of these materials in the health field, since they did not
present toxicity to cells. Conductometric titration showed a 40% replacement by
furanoic group after modification of HA with furfurylamine. FTIR and NMR analyses
confirmed the introduction of the furan group into the hyaluronic acid structure, as well
as demonstrating the formation of the BM and the HA cross-linking mediated by this
molecule. Cross-linking occurred in a short period of time, approximately 1 minute after
contact between HA-Furan and BM, and the increase in viscosity was confirmed by

visual analysis and rheological analyses.

Keywords: Hydrogel, Hyaluronic acid, Bismaleimide, Diels-alder, Regenerative

Medicine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. llustracdo da formacgao do acido hialurénico reticulado por meio da ligagao

fUranNO-Maleimida. .........coooi e 16
Figura 2. Esquema inicial proposto para a reticulagdo do polimero com a bismaleimida
(a); em seguida, representagao do material final obtido e do mecanismo de reticulagéao
que efetivamente ocorreu, resultando na formagéao de pontes dissulfeto (b).............. 17

Figura 3. Organograma dos capitulos e a relagdo entre as principais etapas
AESENVOIVIAAS... ..ot e e e et e e e e e e e st e e e e e e aann e eaeennes 19

Figura 4. Diagrama esquematico da aplicagdo de hidrogel para reparo

1€ o o 11 = | 25
Figura 5. Férmula estrutural do acido hialurénico..............ccooiiiiiiiiiiiiii i, 26
Figura 6. llustragao da sintese do acido hialurénico...............cceeviiieiiiiiiiiic e 27
Figura 7. Diagrama esquematico da reticulacéo do acido hialurénico.................... 28
Figura 8. Reacdo de Diels-Alder e retro Diels-Alder.............cooveiiiiiiiiiiiiieeeeei, 31
Figura 9. Reacéo de Diels Alder envolvendo furano e maleimida.......................... 32
Figura 10. Compostos furanicos derivados de furfural e
hidroxXimetilfurfural......... ... s 33

Figura 11. Esquema da sintese de 5-hidroximetilfurfural a partir da

CEIUIOSE. ... e e e e e e e e e e e e e e et e e aaees 34
Figura 12. Estrutura geral de um mondmero de bismaleimida...............cccccceeeevnnnnnn..n. 36

Figura 13. Esquema da sintese do acido hialurénico modificado com a furfurilamina
(a) Reagéao de enxertia do furano na superficie do acido hialuronico através da ligagao
entre entre o grupamento carboxilico presente na molécula de acido hialurénico com
a amina presente na furfurilamina (D). 38

Figura 14. Esquema da sintese de aduto furano anidrido maleico (a) e estrutura
quimica do anidrido maleico, furano e a formagao do aduto furano anidrido maleico



Figura 16. Esquema da reticulagdo do acido hialurénico com a bismaleimida (a) e

estruturas quimicas das moléculas de HA-Furano, BM e do HA reticulado (b)........... 42

Figura 17. Titulagdo condutimétrica das amostras de acido hialurénico (a) e de
acido hialurénico modificado com furfurilamina (b)............cooormiiiiiiiie e 47

Figura 18. FTIR das amostras de Acido Hialurénico, furfurilamina e HA-Furano......49

Figura 19. Espectro de FTIR das amostras de aduto furano anidrido maleico, lisina

PUFA € BM-LiS. ..o 50
Figura 20. Espectros de "H RMN do &cido hialurénico e HA-Furano....................... 51
Figura 21. Espectros de '"H RMN aduto, lisinae BM-Lis..................cccooviiiiinen.. 52

Figura 22. Espectros de "H RMN HA-Furano, HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-

Figura 25. Curvas termogravimétrica HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG....57

Figura 26. Mudancas visuais observadas no HA natural, HA-Furano e HA-Furano-
BM-PEG € HA-FUrano-BM-Lis ........coooiiii e e e e e 58
Figura 27. Caracterizacdes reoldgicas dos hidrogéis antes e apods a reticulagdo com
BM-PEG e BM-Lis. Viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento (a), curva de fluxo
de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (b), moddulo de

armazenamento e mdédulo de perda em fungédo da deformagéo de cisalhamento (c),
modulo de armazenamento e moédulo de perda em funcao da frequéncia angular (d)

Figura 28. Resultado teste de reticulagao, HA (A), HA-Furano (B), HA-Furano-BM-Lis
(€) € HA-FUrano-BM-PEG (d)......ouieiiiiii i e e ees 63

Figura 29. Esquema da converséo intracelular de resazurina azul nao fluorescente

em resorufina roSa flUOMESCENTE. ... e 64



Figura 30. Resultados da analise de viabilidade celular, HA, HA-Furano, HA-Furano-
BM-PEG, HA-Furano-BM-Lis (a) e  Furfurilamina, BM-Lis, BM-PEG

Figura 31. Viabilidade celular apds a extrusao do hidrogel pela agulha.................... 67

Figura 32. Estrutura do Alginato (Tipos de blocos de Alginato: G = acido gulurénico,

[V IE= Toi o [ 20 ¢ F= T a1 o) oo ) TP 84
Figura 33. llustragdo esquematica da conjugacgao alginato-cisteina.............cc........... 87
Figura 34. Espectros FTIR de alginato, cisteina e alginato-Cys............................ 92

Figura 35. Espectros de "H-RMN de Alginato, cisteina e Alginato-Cys em D20........ 94
Figura 36. Resultados titulagdo condutimétrica das amostras de alginato............... 95

Figura 37. Andlise termogravimétrica (A) e curvas de aquecimento DSC (B) para

alginato € alginato-Cys. ..o 97
Figura 38. Amostras de alginato, alginato-cys e alginato-CaCla........................... 98
Figura 39. Alginato (A), alginato-cisteina (B) e alginato-CaCl2(C)............ccccevvvvvnnnnen. 99

Figura 40. Resultados reoldgicos das amostras de alginato, alginato-Cys e alginato-

cisteina ao longo do periodode estudo..........ccooviiiiiii i 104
Figura 43. Ensaio microbiolégico E. colie S. aureus................cccocoeviiiiiiininn. 105
Figura 44. Resultados da viabilidade celular do Alginato e Alginate-Cys ................. 106

Figura 45. Resultados da viabilidade celular da Cisteina em diferentes
(o7 ] pTe=T o] {r=T oo 1T PR 107



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificagdo dos paises com o0 maior numero de idosos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC: Colecao de cultura do tipo americano (do inglés American Type Culture
Collection)

BM: Bismaleimida

BM-Lis: Bismaleimida sintetizada a partir do aminoacido lisina
Cys: Cisteina

COOH: Grupo carboxila

COa2: Dioxido de carbono

CacClz: Cloreto de calcio
CuAAC: cicloadigao azida-alcino Huisgen (do inglés Azide-alkyne Huisgen

cycloadditio)
DA: Reacéo Diels-Alder
D20: Oxido de deutério

DSC: Calorimetria Exploratéria Diferencial (do inglés Differential Scanning

Calorimetry)

DMSO: Dimetilsulfoxido ou sulféxido de dimetilo

DP: Desvio padrao

E. coli: Escherichia coli

EDC: 3-(3-Dimethylaminoopyl)-1-ethyl-carbodiimid hydrochoride

EESC-USP: Escola de Engenharia de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo
ELSI-Brasil: Estudo longitudinal da saude dos idosos brasileiros

EUBIA: European Biomass Industry Association

FTIR: Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
F: Furfural
FC: Fatores de crescimento

GAG: Glicosaminoglicano nao sulfatado 7



G’: Modulo de elasticidade/armazenamento

G”: médulo viscoso/perda

HA: Acido hialurénico

HA-Furano: Acido hialurénico modificado com furfurilamina

HA-Furano-BM-Lis: Acido hialurénico modificado com furfurilamina reticulado com

bismaleimida-lisina

HA-Furano-BM-PEG: Acido hialurénico modificado com furfurilamina reticulado com
bismaleimida-PEG

HAS1: Hialuronano sintetase 1

HASZ2: Hialuronano sintetase 2

HAS3: Hialuronano sintetase 3

HCI: Acido cloridrico

HMF: Hidroximetilfurfural

LVE: Regido linear viscoelastica

MCR 92: Redmetro Compacto Modular (do inglés Modular Compact Rheometer)
MEC: Matriz extracelular da pele

Mf: Massa final ou em diferentes tempos de remocéao

Mi: Massa inicial

MSCs: Células-tronco mesenquimais
NaOH: Hidroxido de sddio

NH2: grupo amina

NHS: N-Hydroxysuccinimide
OH:Hidroxila

PBS: Tampao fosfato-salino

PEG: Polietilenoglicol



pH: Potencial hidrogeniénico de uma solugéo

PM: Peso molecular

PRB: Population Reference Bureau

RMN: Ressonancia magnética nuclear

S: Enxofre

S. aureus: Staphylococcus aureus

rDA: Retro Diels-Alder

TGA: Analise Termogravimétrica (do inglés Thermogravimetric Analysis)
Tendset : Temperatura Endset

Tonset: Temperatura Onset

UFC: Unidades formadoras de coldnias


https://www.prb.org/articles/how-many-people-have-ever-lived-on-earth/

SUMARIO

INErodUGA0 Geral............oooomiiiiee e —————- 14
ODbjetivo Geral............cooo oo e 18
Objetivos ESPeCIfiCOS. .........ooooiiiiiii 18

Capitulo 1: Reticulagao do acido hialurénico modificado com furano por reagao

e DIEIS-AIAE ... et 20
1. INTRODUGAOD. ..ottt nnes 20
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA............oooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 21
2.1. Medicina Regenerativa............couuiiiiiiiiic e 21
2.2. Hidrogéis Injetaveis e acido hialurGniCo...............ceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 24
2.3. Click Chemistry € reagao Diels-Alder.............ouvvuiiiiiiiiiii e 29
2.4, COMPOSLOS FUMANICOS. ... .uuiiieii i e e e e e e e e e e e e e 32
2.5. BiSMal@ImMIda. . .......cueiiiiiiiiiiiii e 35
3. MATERIAIS E METODOS............cooioieiieeeeeeeee e, 36
Kt I |V = =T 4= J PP PPRPUPPUPR PP 36
3.2. Sintese de &cido hialurénico com furfurilamina (HA-Furano) ...........cccceevveeenn. 37
3.3. Sintese do aduto furano anidrido MaleiCo..............ccooiiiiiiiiiiiiii e 39
3.4. Sintese de bismaleimida. ... 40

Y o =T RSP 41
3.6. Caracterizagao dos MateriaiS. ...........ueeeeeiiiiiiiiieeeeee e 43
3.6.1. Titulagdo CondUtimEtriCa...........cooiiiiiiiieiec e 43
3.6.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)......... 43
3.6.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)..........oooooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 43
3.6.4. ANAIISE TEIMMICA. .....eeiiieiiiiie e a e e 44

3.6.5. ANAIISE REOIOQICA. ....cceeiiiiieiie it a e e e 44



3.6.6. ENsaio de retiCulagao........ccoooiiie i 45

3.6.7. Viabilidade CelUlar.............ccuiiiiii e 45
3.6.8. Viabilidade celular apds a extrusdo do hidrogel............coooiiieiiiiiiiiiiiie. 46
3.6.9. Analise estatiStiCa...........ccuuiiiiiiiiii 46
4. RESULTADOS E DISCUSSOES..........c.ocouiiieeeceeecee e, 47
B.CONCLUSAOD. ...ttt eeeaenn, 67
6. PERPECTIVAS. ... oo ettt et e e e e e e e eneeee e e 68
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........c.coooiieieeeeeeeeee e 69

aplicagao MICrobiolOgiCa............c.coooiiiiiiiie e e 80
1. INTRODUGAO. ..ot ee ettt 82
2. MATERIAIS E METODOS..........coooooieoeeeeeeeee et en e 85
2. MAEEIIAIS. ... e e e 85
2.2,  METOOS. ...t e e e 85
2.2.1. Sintese do bioconjugado alginato-cisteina.............cccceeeeeviiiiiiiiiiii 85
2.2.2. Sintese do Alginato-Cloreto de Calcio (alginato-CaCl2)..........ccccceeeeeeeeiieeenne.n. 88
2.3. Caracterizagao estrutural e fisico-quimica.............c.ccovvmiiiiiiiiiiieiee e, 88
2.3.1. Caracterizagao eSpPeCtrOSCOPICA. .. .cceeeieeeeeeeeeieeeiieitiieeesee e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeneees 88
2.3.2. Titulagdo condutimétrica convencional.............cccccoeeeeiiiiiiiieieeeee 88
2.3.3. ANAIISE tEIMICA. . ..o it 89
2.3.4. ANAIISE FEOIOTICA. ....eeeeeieiieeeee ettt e e e ee e e aaaa e as 89
2.3.5. Teste de retiCulagao.........cooo e 89
2.3.6 Degradagao hidrolitiCa.........ccooe e 90
2.4. Caracterizagao DIiOIOGICa. .......ccooeiiiiii e 90

P2 3 I =1 o 7= TTo 38 0 1o 0] o] o] [ Yo | e 1SS 90



2. 4.2 Viabilidade CEIUIAN. ... ..o e e 91
3. RESULTADOS E DISCUSSOES . .......o oottt 92
4. CONCLUSAO. ... .o e et e, 107

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............coooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 108



14

INTRODUGAO GERAL

Biomateriais sdo um amplo grupo de materiais, naturais ou sintéticos,
desenvolvidos para interagir de forma especifica com sistemas biolégicos, com
aplicagbes médicas que incluem diagndstico, terapéutica e regeneracao de tecidos
(HONG et al.,, 2025). Sua classificacdo € baseada na composicdo quimica,
abrangendo metais, ceramicas, polimeros e compdésitos (MARIN; BOSCHETTO;
PEZZOTTI, 2020). Dentre os biomateriais, os polimeros se destacam por sua ampla
versatilidade estrutural e funcional. Devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, esses materiais vém ganhando destaque no
desenvolvimento de solugdes inovadoras para a area da saude (ZHU et al., 2021).
Nos ultimos anos, o interesse por esses polimeros tem crescido significativamente,
especialmente em aplicagdes como sistemas de liberagdo controlada de farmacos
(D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016), engenharia de tecidos (SHOJARAZAVI et al., 2021),
curativos multifuncionais (YUAN et al., 2023), e dispositivos biomédicos (SHARMA;
SAHA; SATAPATHY, 2022).

A palavra polimero deriva da palavra grega "poli", que significa muitos, e
"meros", que significa partes. Mais especificamente, os polimeros sdo moléculas
formadas pela repeticdo de unidades menores, denominadas monémeros, unidas por
ligagbes covalentes (KAUSHIK et al., 2016; OLATUNJI, 2016). Os polimeros podem
ser de origem natural ou sintéticos (KULKARNI et al., 2012). Os polimeros naturais
sao materiais amplamente encontrados na natureza ou extraidos de plantas, animais
ou microrganismos. Alguns exemplos de polimeros naturais s&o proteinas, celulose,
quitosana, acido hialurénico (HA) e alginato (CAILLOL, 2020).

Apesar de sua origem natural e de suas propriedades favoraveis, muitos
desses polimeros apresentam estrutura inicialmente linear, como é o caso do acido
hialurdénico e do alginato (LINS et al., 2014; WEKWEJT et al., 2024), o que limita sua
estabilidade mecanica, resisténcia a degradacao e capacidade de formar estruturas
tridimensionais estaveis. Em razao disso, o uso de polimeros reticulados é preferido
em aplicagdes biomeédicas. A reticulagdo aumenta a robustez do material, melhora o
controle sobre a liberacao de farmacos e permite a criagado de scaffolds com maior
integridade estrutural para suporte celular. As reagdes “click chemistry” sao
amplamente usadas na reticulagdo de hidrogéis devido as suas condi¢des de reagéo

suaves, alta seletividade quimica e tempo de gelificacdo rapido, sem adicionar ou
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produzir agentes de reticulagdo citotoxicos, aditivos quimicos e subprodutos no
processo de gelificagao, além de apresentarem altos rendimentos (ZHU et al., 2022).
Essas reacbes envolvem carbonilas, acidos carboxilicos e maleimidas
(ESCHENBRENNER-LUX; KUMAR; WALDMANN, 2014; MIYAGAWA; HASEGAWA;
YAMAMURA, 2023).

Os hidrogéis de acido hialurénico (HA) natural e alginato sdo frequentemente
reticulados por meio da condensagdo de suas cadeias. No entanto, apresentam
limitagbes como baixa estabilidade, resisténcia mecanica reduzida e pode ser
rapidamente degradado dentro do corpo (PEREZ et al., 2023). Para ampliar suas
aplicacbes em diferentes areas biomédicas, a modificagdo quimica das cadeias
moleculares € geralmente necessaria antes do processo de reticulagdo. As
modificagdes do HA séo facilitadas por sua estrutura linear e pela presencga de grupos
carboxila, hidroxila e N-acetila ao longo de sua cadeia (LUO et al., 2023). A presenca
de um numero significativo de grupos funcionais reativos, como carboxila e hidroxila
no alginato também favorece a sua modificacdo (AGUERO et al., 2021). Ligagbes
covalentes sdo normalmente formadas entre cadeias poliméricas em hidrogéis
reticulados quimicamente, e a maioria de suas ligacdes é forte e permanente quando
comparada com as dos hidrogéis reticulados fisicamente (HU et al., 2019). Diante
dessas limitagdes e da necessidade de novos biomateriais para aplicagdes na area
da saude, este trabalho foi desenvolvido.

Este trabalho € composto por dois capitulos. O primeiro capitulo trata da
modificagdo da molécula de HA, um polissacarideo identificado ha quase um século.
Apesar do tempo decorrido desde sua descoberta, o HA continua a atrair grande
interesse da comunidade cientifica devido as suas propriedades uUnicas e a sua
relevincia em diversos campos da quimica, biologia e medicina. Sua
biocompatibilidade, elevada capacidade de retengdo de agua, viscoelasticidade e
outras caracteristicas vantajosas tornam o HA um biomaterial versatil e promissor
(ABDEL-RAHMAN; ABDEL-MOHSEN, 2023). Na area médica, o acido hialurénico tem
sido amplamente estudado em processos que envolvem respostas imunoldgicas,
cicatrizacdo de feridas decorrentes de doengas infecciosas e oncoldgicas,
mecanismos relacionados ao envelhecimento e em aplicagdes voltadas a medicina
regenerativa (KHABAROV; BOYKOV; SELYANIN, 2015). O objetivo principal deste

estudo foi modificar o acido hialurénico (HA) com furfurilamina, a fim de incorporar um
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grupamento furanico em sua estrutura, possibilitando sua posterior reticulagdo com

uma bismaleimida em um curto intervalo de tempo, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. llustracdo da formagéo do acido hialurénico reticulado por meio da ligagéao
furano-maleimida.

Fonte: elaborada pela prépria autora.

No segundo capitulo, uma mudanga significativa em relagdo ao primeiro
capitulo é a sua aplicabilidade. Inicialmente, o foco do projeto era a modificagédo do
alginato com cisteina (alginato-Cys). O objetivo era sintetizar este conjugado de forma
que o enxofre (S) presente na cisteina permanecesse disponivel (livre), permitindo
que posteriormente fosse reticulado com bismaleimida, formando um gel apos a
aplicacdo como ilustra a Figura 2(a). Contudo, os resultados obtidos n&o
corresponderam as expectativas, resultando na formag¢ao de um gel durante a sintese
do bioconjugado. Apds algumas analises, observou-se que durante a sintese ocorreu
a formacao de pontes de dissulfeto, o que levou a rapida reticulacido do biomaterial
(Figura 2(b)). Essa descoberta inviabilizou a continuacdo do projeto conforme
proposto inicialmente. No entanto, mesmo diante deste contratempo, o material
demonstrou ser altamente promissor para aplicagcdes na area biomédica, o que deu
origem ao capitulo 2. Este trabalho foi publicado como artigo na revista Journal of

Polymer Research, em 28 de outubro de 2024, e pode ser encontrado em:
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https://doi.org/10.1007/s10965-024-04178-y. Portanto, este capitulo esta sendo

apresentado em um formato mais proximo ao de um artigo cientifico.
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Figura 2. Esquema inicial proposto para a reticulagao do polimero com a bismaleimida
(a); em seguida, representagao do material final obtido e do mecanismo de reticulagao
que efetivamente ocorreu, resultando na formagao de pontes dissulfeto (b).

Fonte: elaborada pela prépria autora.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi a modificagdo quimica e a reticulacdo de novos

biomateriais poliméricos para aplicagbes em medicina regenerativa e microbiolégica,

utilizando reagdes de Click Chemistry para sua sintese. Buscou-se: (a) desenvolver

um biomaterial a partir do acido hialurénico modificado com furfurilamina (HA-Furano),

capaz de sofrer reticulagdo rapida em condi¢des fisiologicas (pH ~7 e 37 °C),

permitindo sua inje¢do na forma liquida e posterior gelificagdo em curto intervalo de

tempo (0-5 minutos); (b) sintetizar uma bismaleimida soluvel em agua, destinada a

reticulacdo com o HA-Furano; e (c) promover a modificagao quimica do alginato com

L-cisteina, visando a obtencdo de um biomaterial com propriedades antimicrobianas

a)

b)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a modificagado quimica do acido hialurénico com a furfurilamina, para
substituir hidroxilas (OH) por grupamentos furanicos;

Sintetizar aduto furano anidrido maleico, para posterior sintese da
bismaleimida;

Caracterizar as amostras de Aduto e bismaleimida, por meio de de '"H RMN e
FTIR para confirmar sucesso na sintese desses materiais;

Realizar a reticulagdo do acido hialurénico modificado com furfurilamina por
reacao Diels-Alder;

Caracterizar por meio de FTIR,"H RMN, DSC, TGA, ensaio de reticulagéo e
reologia as amostras antes e apos a reticulagao;

Avaliar a porcentagem de células viaveis nas amostras, (HA, HA-Furano, HA-
Furano-BM-Lis, HA-Furano-BM-PEG, Furfurilamina, BM-Lis e BM-PEG), antes
e apos as modificacdes quimicas, por meio de ensaios de viabilidade celular;
Avaliar a viabilidade celular antes e apds a extrusdo do hidrogel, nas amostras
(HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis, HA-Furano-BM-PEG).

Modificagao quimica do alginato com L-cisteina;

Caracterizagao Fisico-Quimica do biomaterial (alginato-cisteina), por FTIR e
'"H RMN, analise térmica, teste de reticulagdo, andlise reoldgica e degradagéo

hidrolitica;
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j)  Caracterizagao bioldgica, por determinagéo da viabilidade celular e atividade
antimicrobiana por contato.

A Figura 3 apresenta um organograma elaborado para evidenciar, de maneira
estruturada, os principais aspectos que compdem este estudo. Esse recurso visual foi
desenvolvido com o propoésito de organizar e esclarecer a disposicao das etapas,
capitulos e temas abordados, permitindo compreender, de forma mais clara e
sistematica, a estrutura geral do trabalho.

Producao de Hidrogéis Reticulados

Modificacdo A
quimica do acido as(;"mtgt%?a‘:‘% Caracterizacdo
; hialurénico coma G S S Fisico-Quimica
O furfurilamina
2
Q.
© Reticulacdo do
O acido hialurénico Caracterizacdo Caracteri 0
ca
modificado com Fisico-Quimica biologica
furfurilamina
Alginato Modificagio

ki Caracterizacao S
quimica do e A Caracterizacdo
alginato com L- e e biolégica

modiﬁcado do biomaternial
com cisteina cisteina

( Biomateriais para Medicina Regenerativa e Aplicacdo Microbioldgica w

Figura 3. Organograma dos capitulos e a relagdo entre as principais etapas
desenvolvidas.
Fonte: elaborada pela propria autora.
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CAPITULO |

Reticulagao do acido hialuronico modificado com furano por reag¢ao de Diels-
Alder

1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, temos notado um aumento significativo na expectativa de
vida da populagdo em todo o mundo, resultado direto dos avangos na medicina, na
tecnologia e nas condi¢cbes de vida (SUNDBERG et al., 2023; UDDIN et al., 2023).
Nao ha um consenso definido sobre quem €& considerado uma pessoa idosa, em
diferentes paises, essa defini¢do varia, em alguns € aos 65 anos ou mais, em outros,
€ a idade da aposentadoria, enquanto em alguns € aos 60 anos ou mais como € o
caso do Brasil (TINKER, 2002).

O estudo longitudinal da saude dos idosos brasileiros (ELSI-Brasil) publicado
em 2023, mostra que as estimativas para o ano de 2020 revelaram que um quarto da
populagdo brasileira tem idade =50 anos cerca de 54 milhdes de pessoas, o
equivalente a toda a populagao da ltalia, e 30 milhdes de brasileiros tém idade =60
anos (LIMA-COSTA et al., 2023). Segundo Population Reference Bureau (PRB), em
escala global, o Brasil se destaca como um dos paises com uma das populagdes mais
idosas, com 8,5% da populagédo com mais de 65 anos, ocupando o 6° lugar em escala

global, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Classificagcao dos paises com o maior numero de idosos.

Classificacao Pais % 65+ % Populagao total
(da populagao total) (em milhdes)

1 China 11,9 1398,03

2 india 6,1 1391,89

3 Estados 16 329,15
Unidos

4 Japao 28,2 126,18

5 Federacgao 14,6 146,73
Russa

6 Brasil 8,5 209,33

Alemanha 21,4

83,10
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8 Indonésia 5,6 268,42
Itali 22

9 alia 8 60.34

10 Franca 20,3 64,83

Fonte: Population Reference Bureau (PRB).

Com o envelhecimento da populagdo, no entanto, surgem desafios
relacionados a saude, incluindo doencgas crdnicas, lesdes e degeneragao dos tecidos
(OLAYA et al., 2017). Neste contexto, a medicina regenerativa desempenha um papel
crucial. Esta area da medicina oferece esperanga ao buscar solu¢des inovadoras para
tratar e até mesmo reverter danos nos tecidos e 6rgaos do corpo humano (ARITA;
TOBITA 2023). Um dos biomateriais mais promissores utilizados na medicina
regenerativa sado os hidrogéis (DEPTULA et al., 2023; THI et al., 2023; MUKHERJEE
et al., 2024), em especial o hidrogel de acido hialurénico (MORA-BOZA et al., 2017,
SARAVANAKUMAR et al., 2022). O acido hialurénico € uma substancia naturalmente
presente no corpo humano, conhecida por suas propriedades biocompativeis e
capacidade de retencédo de agua. Quando formulado como um hidrogel, ele pode ser
usado como uma matriz tridimensional para suportar o crescimento celular, promover
a regeneracao de tecidos danificados e fornece um ambiente propicio para o reparo
tecidual (BORZACCHIELLO et al., 2015).

No entanto, para que o hidrogel de acido hialurénico seja eficaz na medicina
regenerativa, € necessario que ele seja reticulado, ou seja, que suas moléculas se
interiguem, geralmente usa-se um agente reticulante, para formar uma estrutura
tridimensional mais estavel. A reacdo de Diels-Alder tem se destacado como uma
alternativa promissora para a reticulagéo do hidrogel. Essa reacéo quimica especifica
permite a formacao de ligagdes cruzadas entre as moléculas de acido hialurénico,
resultando em um material mais resistente e duravel (SEGURA et al., 2005; COLLINS
et al., 2007; DING et al., 2023).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Medicina Regenerativa
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Com o aumento da idade média da populacdo, também cresce a incidéncia de
condigdes relacionadas ao envelhecimento (PETIT-ZEMAN et al., 2001). Até 2020, as
doengas cronicas - em particular doengas cardiovasculares, cancer, diabetes e
problemas respiratérios - causarao coletivamente mais de 70% de todas as mortes no
mundo (TERZIC et al., 2015). Além disso, entre as pessoas com 60 anos ou mais,
metade sofre de deficiéncias, mais frequentemente deficiéncias visuais e auditivas ou
osteoartrite (ZHAO et al., 2022). No entanto, o aumento da populagédo idosa e a
prevaléncia de doengas degenerativas e incapacidades relacionadas a idade exigem
o desenvolvimento de estratégias seguras e eficazes que limitem ou revertam a
degeneracgao tecidual (TERZIC et al., 2015). Atualmente, a medicina regenerativa é
um foco importante de pesquisa ndo apenas para encontrar terapias, mas também
para compreender a biologia basica e a patogénese das doengas (KOLIOS et al.,
2012).

Nesse contexto, 0 uso da engenharia de tecidos tem ganhado destaque. A
engenharia de tecidos € um campo relativamente novo que utiliza células vivas,
materiais biocompativeis e fatores fisicos e bioquimicos (fatores de crescimento)
adequados, bem como suas combinagdes, para criar estruturas semelhantes aos
tecidos. Mais frequentemente, o objetivo final é a implantacdo desses materiais no
corpo para reparar uma lesdo ou substituir a funcdo de um dérgao deficiente
(MALDONADO et al., 2023).

Os biomateriais utilizados para criar essas estruturas devem ser capazes de
imitar os componentes naturais do tecido (LIU et al., 2023). A selegcao de biomateriais
apropriados € crucial, pois eles precisam replicar as fungdes bioldgicas e mecanicas
da matriz extracelular natural (MEC). Um numero crescente de materiais como
colageno, alginatos, quitosana e acido hialurénico, esta sendo investigado devido a
sua biocompatibilidade e a sua capacidade potencial de reconhecimento biolégico (HE
et al., 2023).

No corpo humano existem tecidos com capacidade limitada de reparacao e
regeneragao, representando um desafio que muitas vezes é dificil de superar pelos
profissionais da saude (SALGADO et al., 2013) como € o caso do tecido cartilaginoso
(RAMZAN et al., 2023). A alta prevaléncia de lesdes e a falta de capacidade intrinseca
de regeneracao tecidual da cartlagem deixa uma populagdo propensa ao

desenvolvimento de patologias deste tecido. Procedimentos artroscopicos revelam a
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presenca de lesdes condrais em mais de 60% dos pacientes e as taxas de incidéncia
anual destas lesdes quase triplicaram entre 1996 e 2011 (MARTIN et al., 2019).

A cartilagem articular pode tolerar grande quantidade de estresse fisico intenso
e repetitivo, tem a capacidade de suportar cargas de até 5 vezes o peso corporal
(SELLARDS; NHO; COLE, 2002). No entanto, manifesta uma incapacidade de
regeneracgao. A cartilagem articular é constituida por duas fases diferentes: uma fase
fluida (65-80%), consistindo principalmente de dgua e ions inorganicos dissolvidos, e
uma fase solida (20-35%), composta por diferentes tipos de colagenos,
proteoglicanos, e os condrécitos incorporados. Também contém uma pequena
quantidade de lipidios, fosfolipidios, proteinas nao colagenas e glicoproteinas. Juntas,
essas substancias mantém a quantidade adequada de agua dentro da matriz, o que
confere suas propriedades mecanicas unicas (KRUEGER et al., 2021).

A resposta da cartilagem a lesdo difere de outros tecidos devido as suas
caracteristicas avasculares, aneurais e natureza linfatica, o que impede o influxo de
oxigénio, nutrientes e sinais bioquimicos que sao necessarios para o reparo eficaz da
lesdo. Além disso, a regeneragdo da cartilagem € promovida pela atuagdo dos
condrdcitos nativos, porém os condrdcitos apresentam imobilidade e tém capacidade
limitada de proliferacdo, e de células-tronco mesenquimais (MSCs), que tém
populagdes dispersas e insuficientes para promover o reparo completo (SPILLER;
MAHER; LOWMAN, 2011; ARMIENTO et al., 2017).

Existe uma grande quantidade de materiais disponiveis para uso em patologias
do tecido cartilaginoso, destacando-se os produtos comerciais Synvisc (Hylan GF-20)
(CONROZIER; CHEVALIER, 2008; BOUTEFNOUCHET et al., 2017) e o Osteonil®
(Hialuronato de Sédio) (LEGRE-BOYER, 2015). Atualmente, existem muitos
viscossuplementos compostos de acido hialurénico que diferem em peso molecular,
método de preparacao, instru¢ées de dosagem e caracteristicas bioldgicas. Estes
materiais, apesar de vastamente utilizados, sao injetados com o propdsito de
lubrificagao articular, absorgcdo de choque, facilitando o movimento articular e desta
forma, diminuindo a dor. Tendo em vista que esses materiais nao tem o propdsito de
reparar o tecido lesionado, este efeito &€ temporario, uma vez que o acido hialurdnico
pode ser degradado pelas enzimas hialuronidases e espécies reativas de oxigénio no
organismo, sendo necessaria sua reposi¢cao (TOROPITSYN et al, 2022).

QOutro tipo de material usado em ortopedia sdo os implantes ortopédicos

(proteses) a base de ceramica ou metais. Estes substituem permanentemente parte
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da estrutura osteo/cartilaginosa (CUSTERS et al.,, 2009). Em ambos os tipos de
materiais, préteses ou polimeros que substituem o liquido sinovial, os materiais nao
apresentam propriedades de reparo ou regeneracgao do tecido cartilaginoso. Desta
forma, o desenvolvimento de um material com propriedades compativeis tanto
estruturalmente como quimicamente, teria que auxiliar na regeneragéo tecidual, sendo
um desafio para medicina regenerativa. Varios estudos tém demonstrado que o uso
de biomateriais para o reparo da cartilagem, vem sendo utilizados para apoiar a
ades3o, viabilidade, proliferacéo e diferenciagao celular (WANG et al., 2017; ARAUJO
etal., 2021).

Para engenharia de tecidos, trés componentes principais sdo necessarios para
que seja bem-sucedido o reparo tecidual, que incluem células, materiais de bio-
scaffolds e fatores de crescimento. Entre estes, os bio-scaffolds sado essenciais para
fornecer ambientes biomiméticos para o crescimento celular e formagdo do novo
tecido, sendo usados para substituicdo temporaria do tecido (WANG et al., 2017). O
principal tipo celular usado na engenharia de tecido s&o as células-tronco
mesenquimais. Dentre estas células as MSCs, sédo especialmente interessantes, pois
sao células multipotentes indiferenciadas que residem em varios tecidos humanos e
tém potencial para se diferenciar em osteoblastos, condrécitos, adipdcitos,
fibroblastos e outros tecidos de origem mesenquimal. No corpo humano, podem ser
considerados reservatorios prontamente disponiveis de células reparadoras, capazes
de mobilizar, proliferar e diferenciar-se no tipo de célula apropriado em resposta a
certos sinais (POUNTOS et al., 2007).

Os biomateriais a base de hidrogel, tanto de origem natural, quanto de origem
sintética sao particularmente promissores para o reparo tecidual, devido ao alto teor
de agua, que podem mimetizar o tecido. Hidrogéis compostos de alginato, fibrina,
acido hialurénico, polietilenoglicol (PEG), e poli (alcool vinilico) tém sido amplamente
estudados, sendo usados como sistemas de entrega de fatores de crescimento (FC)
e de células para engenharia de tecido (SEIMS; HUNT; CHOW, 2021).

2.2 Hidrogéis Injetaveis e acido hialurénico

Recentemente, os hidrogéis injetaveis tém despertado interesse como uma
opc¢ao atraente para a reparagao de diversos tecidos, incluindo cartilagem, osso, pele,
tecido cardiaco e nervos. A utilizagdo de hidrogéis é promissora pois os materiais
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usados sao biocompativeis e biodegradaveis, carregados com células e incorporando
agentes bioativos, mediante uma injeg¢ao topica minimamente invasiva, possibilitando
o preenchimento preciso das lesdes. Isso contribui para a distribui¢cao eficaz de células
e agentes bioativos, resultando em uma melhoria na entrega direcionada de terapias,
como fatores de crescimento e medicamentos, promovendo assim o crescimento
eficiente dos tecidos (TSANAKTSIDOU et al., 2022) conforme exemplo ilustrado na
Figura 4.
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Figura 4. Diagrama esquematico da aplicagédo de hidrogel para reparo tecidual.
Fonte: Adaptado de TSANAKTSIDOU et al., 2022.

Os hidrogéis podem ser divididos em duas categorias de acordo com 0 seu
principio de formacdo: reticulacdo fisica e reticulacdo quimica (YANEZ-VEGA;
YANEZ-VEGA; BUSTAMANTE-TORRES, 2024). Os hidrogéis formados por
reticulacdo fisica podem realizar uma transicdo reversivel sem quaisquer
catalisadores ou iniciadores, mas sua resisténcia mecanica € menor que a dos
hidrogéis formados por reticulagdo quimica (YANG et al., 2023). Os hidrogéis
formados por reticulagao quimica geralmente contém um catalisador ou iniciador, que
€ dificil de eliminar e prejudica a biocompatibilidade dos materiais. Além disso, a
sintese tradicional de hidrogel depende de métodos de reticulagdo ndo controlados,
como a quimica radicalar (MOROZOVA, 2023).
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Devido a semelhanga entre as redes tridimensionais altamente hidratadas e os
tecidos corporais, os hidrogéis tém sido amplamente utilizados nas areas
biomédicas. Os hidrogéis foram os primeiros biomateriais projetados para uso no
corpo humano. (WEI et al., 2009). Diversos polimeros biolégicos, como alginato,
gelatina, sulfato de condroitina, bem como polimeros sintéticos, foram utilizados com
sucesso para desenvolver constru¢cdes de engenharia de tecidos para o tratamento
de articulagdes lesionadas. Em particular, um dos materiais que vem ganhando cada
vez mais atencdo para o desenvolvimento de construgées de engenharia de tecidos
para o tratamento da desse tecido € o acido hialurénico (KIM et al., 2022).

O HA é um composto organico, inicialmente isolado por Karl Mayer e John
Palmer em 1934 a partir do humor vitreo do olho bovino. Mais tarde, em 1937, foi
extraido pela primeira vez de fontes microbiolégicas, como os estreptococos A e C
(FALLACARA et al., 2017, LUO et al., 2023). No entanto, sua estrutura foi descrita
apenas em 1970 por Laurent (ABATANGELO et al., 2020). O HA é um polissacarideo
longo e ndo ramificado composto por dissacarideos repetidos de acido D-glucurdnico
e N -acetil-D-glucosamina (Figura- 5 ) com peso molecular (PM) atingindo até 20.000
kDa (CHEN; QIN; HU, 2019; TSANAKTSIDOU et al., 2022). E um polissacarideo do
grupo dos glicosaminoglicanos que ocorre naturalmente como um componente da
matriz intracelular na derme e também esta presente no corpo humano como um sal
de sédio denominado hialuronato de sédio ( WEKWEJT et al., 2024).

N D-glucurénico N-acetil-D-glucosamina .
CH,
OH 0:<
HO NH
O
_—-—HO
O
OH NH™... 0 OH OH
o—(
CH

ligagdes P glicosidicas

------- Ligacdes de hidrogénio

Figura 5. Formula estrutural do acido hialurénico.
Fonte: elaborada pela propria autora.

O HA é um componente importante da matriz extracelular da pele (MEC) e

desempenha um papel indispensavel numa variedade de processos biologicos, possui
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notavel importancia na resposta inflamatéria, na angiogénese e no processo de
regeneracgao tecidual (RAO, 2020) e capacidade de direcionamento para numerosas
células como os macréfagos, células tumorais e condrécitos. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas, o HA hidrata a MEC e regula a homeostase dos tecidos
e a resisténcia as forcas de compressao. Além disso, o HA forma um revestimento
pericelular ao redor da maioria das células, onde funciona como uma molécula
sinalizadora interagindo com suas proteinas de ligagdo e regulando a adeséo,
migracgéao e proliferagao celular (ABATANGELO et al., 2020). Ao contrario de outros
glicosaminoglicanos, que sédo sintetizados no interior celular pelo aparelho de Golgi e
posteriormente secretados por exocitose, 0 acido hialurdnico é sintetizado diretamente
na membrana plasmatica por trés enzimas transmembrana: hialuronano sintetase 1
(HAS1), hialuronano sintetase 2 (HAS2) e hialuronano sintetase 3 (HAS3), conforme
ilustrado na Figura 6 (ABATANGELO et al., 2020; NAZERI; ARAM; NIAZI, 2024).

Membrana plasmatica
Espaco Jv
extracelular é‘/ HAS2 \J J

HAS1 N-acetil-D-glucosamina HAS3
Acido D-glucurénico .

Citosol

Figura 6. llustracdo da sintese do acido hialurénico.
Fonte: NAZERI; ARAM; NIAZI, 2024,

Devido as suas propriedades Vviscoelasticas, atividade fisiologica,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, natureza hidrofilica e facilidade de
modificagdo quimica, este material tem sido empregado na fabricagcdo de diversos
tipos de curativos para lesdes, incluindo esponjas, filmes, hidrogéis e membranas
eletrofiadas(GRACA et al., 2020) scaffolds, formulagdes tépicas e nanoformulagdes
(CORTES et al., 2020), aplicacbes na regeneracao de tecidos, medicamentos

antienvelhecimento e antiinflamatérios (VASVANI et al., 2020). E essencial
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compreender a quimica do HA, a subsequente modificagdo de grupos funcionais e
varias técnicas de reticulacdo para preparar os hidrogéis para engenharia de tecidos
(ABATANGELDO et al., 2020).

Tradicionalmente, o acido hialurdénico é extraido quimicamente de residuos
animais, como cristas de galo ou corddes umbilicais. No entanto, estes recursos sao
limitados e o HA desses tecidos esta geralmente associado a proteoglicanos e
frequentemente contaminados com enzimas degradantes que tornam o isolamento de
HA de alta pureza e alto peso molecular muito dificil e muito caro. Além disso, o risco
de virus e agentes infecciosos entre espécies tem sido apontado ao usar animais para
terapias humanas. Portanto, a producédo microbiana esta gradualmente substituindo a
extragao como o HA, devido ao menor custo de producao, purificagdo mais eficiente,
menor poluicdo ambiental e maior rendimento em comparagédo com fontes animais
(PAN et al., 2017).

A forma linear natural das moléculas de acido hialurbnico é rapidamente
degradada pela hialuronidase presente no organismo e, devido a sua meia-vida curta,
pode ser insuficiente para proporcionar preenchimento satisfatério dos tecidos moles.
E, portanto, necessario modificar as propriedades fisicas e quimicas para aumentar a
resisténcia da molécula de HA a reabsorgdo. Para atingir esse objetivo, a
polimerizagcao do HA é aumentada por um processo de reticulagdo que adiciona uma
molécula, ligando as cadeias poliméricas entre si (FUNDARO et al., 2022) como

demonstra a Figura 7.
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Figura 7. Diagrama esquematico da reticulagdo do acido hialurénico.
Fonte: elaborada pela propria autora.
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Em busca de reacdes ideais de preparagao de hidrogéis, varias estratégias
quimicas tém sido empregadas (BERNE et al., 2022, HEARN et al., 2021). Nos ultimos
anos, a quimica clique ou “Click Chemistry”, devido a sua alta reatividade, excelente
seletividade e condigbes de reagdo suaves, apareceu como uma estratégia eficaz
para preparar hidrogéis com dimensdes e padrdes variados (ZHAO et al., 2023). A
reacao Diels-Alder, em particular, tem se mostrado bastante promissora na reticulagao
de hidrogéis, na literatura podemos encontrar diversos estudos que tém explorado
essa técnica, com destaque para estudos que utilizam furano-maleimida (GEVREK;
SANYAL, 2021; CADAMURO; RUSSO; NICOTRA, 2021), possibilitando a formagéao
de hidrogéis reticulados em um curto periodo de tempo (NIMMO; OWEN; SHOICHET,
2011).

2.3. Click Chemistry e a reagao Diels-Alder

Nos ultimos vinte anos, os campos da click chemistry tém apresentado um
rapido crescimento. O termo foi cunhado pelo quimico Karl Barry Sharpless em 2001,
descrevendo reacdes altamente eficazes e confiaveis em condi¢gdes aquosas. Estas
permitem a rapida construcao de diversidade estrutural e funcional, por meio da unido
de pequenos blocos de construcdo e gerando apenas subprodutos facilmente
removiveis (POKORSKI; SMITH, 2018; TAIARIOL et al., 2021; RODRIGUEZ et al.,
2022; ZHAO et al., 2023). Desde entdo, este conceito tem sido aprimorado,
identificando um grande numero de reagdes quimicas que atendem a esses critérios,
contribuindo significativamente para a descoberta de medicamentos e fornecendo
valiosas ferramentas para o desenvolvimento de reagdes bi-ortogonais. A quimica bi-
ortogonal, termo cunhado por Carolyn Bertozzi no final dos anos 90, refere-se a
reagdes que ocorrem de forma rapida em condi¢des biolégicas. Essas condigdes
incluem temperatura ambiente ou proxima a ela, solugdes aquosas, moléculas
biolégicas e baixas concentragbes. Nas células, encontramos diversas moléculas
contendo diferentes grupos funcionais, essas reagdes sao capazes de seletivamente
interagir com um grupo funcional especifico e sdo essenciais para elucidar o
funcionamento de sistemas biolégicos (IZQUIERDO; DELGADO, 2018).

As Reacgdes click chemistry tem um vasto potencial de aplicagdo na ligagao
entre acidos nucleicos, lipidios, proteinas e outras moléculas (TAKAYAMA;
KUSAMORI; NISHIKAWA, 2019). Em reconhecimento a essas contribui¢cdes, o
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Prémio Nobel de Quimica de 2022 foi concedido aos professores Karl Barry
Sharpless, Morten Meldal e Carolyn Bertozzi pelo desenvolvimento do conjunto de
transformacgdes quimicas conhecido como "Click Chemistry" (BAUER et al., 2023).

Este campo é dinamico, gerando continuamente novas transformacgdes. Muitos
desses avancgos estdo predominantemente focados na bioconjugacédo e em
aplicagdes na ciéncia dos materiais. Essas abordagens sao amplamente utilizadas
para projetar biomateriais poliméricos avangados para aplicagbes em engenharia de
tecidos e medicina regenerativa, devido a sua biocompatibilidade e seletividade por
grupos funcionais especificos, como os envolvidos na reagdo azida e alcino, a click
chemistry nao interfere em outros grupos quimicos nem em processos bioldgicos
(NWE; BRECHBIEL, 2009). Essa técnica também tem sido muito utilizada, na
conjugacgao de anticorpos-farmacos, conjugados baseados em peptideos e sistemas
poliméricos (BATTIGELLI; ALMEIDA; SHUKLA, 2022). Essas novas moléculas
hibridas sdo chamadas de bioconjugados e tornaram-se cruciais para o avango da
biologia quimica, biologia molecular, desenvolvimento de farmacos (CHOI et al., 2020)
e diagnésticos. Atualmente, sdo empregadas em uma ampla gama de aplicagdes,
incluindo biotecnologia e medicina (SZIJJ et al., 2020; XIE et al., 2021).

Diversas reacdes quimicas foram identificadas por atenderem os critérios da
click chemistry. Uma das reagbes mais populares é a cicloadicdo de azida-alcino
Huisgen catalisada por cobre (1) (CUAAC). No entanto, um ponto de preocupagéo com
essa reagao € a potencial toxicidade do catalisador de cobre (1), o que levanta
questdes no desenvolvimento de sistemas de entrega de medicamentos e
biomateriais. Além disso, a presenca de cobre (1) pode ser prejudicial para as células
e biomoléculas como lipidios, acidos nucleicos, polissacarideos ou proteinas. Embora
a cicloadicdo azida-alcino Huisgen também possa ser realizada na auséncia de
catalisadores metalicos, a taxa de reacdo é extremamente baixa a temperatura
ambiente, limitando sua utilidade pratica (GREGORITZA; BRANDL, 2015). Nesse
contexto, ha um interesse na busca por reagdes clique alternativas e isentas de metal.
A cicloadi¢ao de Diels-Alder (DA) se destaca como uma dessas reagdes, pois nao
requer nenhum catalisador metalico. A reagao Diels-Alder mantém sua eficiéncia,
dispensando catalisadores, apresentando reatividade mesmo em temperatura
ambiente (OLUWASANMI; HOSKINS, 2021). Deste modo tornou-se possivel a
formacao de hidrogéis sem a necessidade de catalisadores potencialmente téxicos
(BAS; SANYAL; SANYAL, 2023).
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A reacéo de Diels-Alder foi descrita pela primeira vez em 1928 por Otto Diels
e Kurt Alder (NICOLAQU et al., 2002). Seu trabalho na descoberta e desenvolvimento
dessa reacao rendeu-lhes, em conjunto, o Prémio Nobel de Quimica em 1950. A
reacdo de Diels-Alder (Figura- 8) € uma cicloadicdo reversivel entre um dieno
conjugado e um dienodfilo (ANSARI; GHIASI; FORGHANIHA, 2019). A reacao reversa,
chamada retro Diels-Alder, pode reverter novamente para seu dieno e diendfilo
originais, que podem entao formar o cicloaduto novamente nas condi¢gées adequadas.
Como tal, o diendfilo e o cicloaduto existem num equilibrio determinado pelas suas
condi¢des atuais (OLUWASANMI; HOSKINS, 2021).
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Figura 8. Reacéo de Diels-Alder e retro Diels-Alder.
Fonte: Adaptado de ANSARI; GHIASI; FORGHANIHA, 2019.

A reagao DA desempenha um papel essencial na quimica organica, e sua
importancia para aplicagcbes farmacéuticas e biomédicas estd aumentando
constantemente. Pares dieno-diendfilos adequados, por exemplo, furano e maleimida
(Figura- 9) estdo prontamente disponiveis e as moléculas de interesse podem ser
facilmente funcionalizadas com os grupos reativos (RATWANI; KAMALI;
ABDELKADER, 2023). Por exemplo, a introducéo de unidades furanicas pode ser
obtida pela reacdo de acidos carboxilicos com alcool furfurilico ou furfurilamina. Da
mesma maneira, as aminas podem reagir com acido 3-furdico ou acido 3-(2-furil)
propionico. (GREGORITZA; BRANDL, 2015). O equilibrio da reagao de Diels-Alder é
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controlado termicamente; temperaturas elevadas induzem a reacao reversa e a
reforma das porgbes maleimida e furano, enquanto temperaturas mais baixas
favorecem a formacgao de aduto (GANDINI, 2013; KOEHLER; ANSETH; BOWMAN,
2013).
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Figura 9. Reacgao de Diels Alder envolvendo furano e maleimida.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

2.4. Compostos Furanicos

Desde o final do século XX, houve um avango na conversao de derivados de
furano, que sao recursos abundantes e ndao comestiveis, em produtos quimicos de
alto valor agregado. Esses produtos incluem biocombustiveis, mondmeros de
polimeros de uso geral e novos polimeros (TACHIBANA; KASUY, 2023). A biomassa
vegetal, predominantemente residuos agricolas ndo comestiveis, constitui a fonte
essencial de furanos para polimeros por meio de polissacarideos pentose e hexose,
que podem ser convertidos, respectivamente, em furfural (F), bem como em seu
homologo 5-metil e hidroximetilfurfural (HMF). A produgao industrial de furfural tem
mais de um século e explorou numerosos residuos ricos em pentoses, incluindo
bagaco de cana-de-agucar, casca de arroz e de aveia, sementes de algodao, cascas
de azeitona e lascas de madeira (GANDINI; BELGACEM, 2008; TONG; MA, 2010)
dependendo da disponibilidade local e geografica, com uma producéo anual atual
superior a 200.000 toneladas (GANDINI; LACERDA, 2022).
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Figura 10. Compostos furanicos derivados de furfural e hidroximetilfurfural.
Fonte: Adaptado de ANTUNES et al., 2022.

Segundo a European Biomass Industry Association (EUBIA), aproximadamente
75% da biomassa vegetal consiste em carboidratos, mas o alto teor de oxigénio
dificulta sua utilizacdo direta na industria quimica e na engenharia energética. A
celulose, a forma predominante de carboidrato na biomassa (60%-80%), € pouco
soluvel e nao pode ser facilmente utilizada em processos e dispositivos quimicos
modernos. Por isso, & necessario converter a biomassa em materiais com menor teor
de oxigénio, adequados para aplicagdo na industria quimica, engenharia energética e
transportes (TURSI, 2019).

O desenvolvimento de métodos eficazes para processar biomassa em produtos
quimicos valiosos € uma prioridade na quimica e engenharia quimica modernas. Uma
abordagem em desenvolvimento para o processamento da biomassa envolve a
desidratacdo de carboidratos em derivados de furano, em particular, 5-
hidroximetilfurfural (HMF), que é considerado um reagente chave, um chamado
produto quimico de plataforma, para a sintese de diversos produtos praticamente
valiosos, incluindo polimeros, produtos farmacéuticos, solventes e combustiveis. Em

2014, entrou em operacdo a primeira fabricagdo industrial de HMF baseada na
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desidratacdo de frutose catalisada por acido (CHERNYSHEV; KRAVCHENKO;
ANANIKQV, 2017).

As principais vias sintéticas para o HMF baseiam-se na desidratagao das
hexoses catalisadas por acido ou metal. Monossacarideos (glicose e frutose),
dissacarideos (sacarose) e polissacarideos (amido e celulose), sdo usados como
matéria-prima de hexose. Na maioria das publicagbes, a sintese de HMF a partir de
polissacarideos € iniciada com a hidrdlise de polissacarideos em glicose e/ou frutose
como ilustra a Figura 11 (KASHPAROVA et al., 2021). A glicose isomeriza-se
reversivelmente em frutose, que entdo perde trés moléculas de agua para resultar em
HMF (CHERNYSHEV; KRAVCHENKO; ANANIKQOV, 2017).
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Figura 11. Esquema da sintese de 5-hidroximetilfurfural a partir da celulose.
Fonte: KASHPAROVA et al., 2021.

O interesse na utilizacdo de compostos derivados de furano tem crescido
exponencialmente, pelo potencial de produgdo em larga escala a partir de agucares,
que podem ser obtidos a partir de biomassa, como uma alternativa promissora de
base biolégica (ELDEEB; AKIH-KUMGEH, 2018). Além disso, o componente de
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sustentabilidade desses compostos também contribui para 0 aumento desse interesse
(GANDINI; BELGACEM, 2008).

2.5. Bismaleimida

Os monémeros de bismaleimida (BM) sdo moléculas que sao terminadas por
dois grupos funcionais maleimida ligados por uma ligagao carbono-carbono (Figura-
12) os grupos maleimida consistem em uma estrutura ciclica com um grupo amida
(NH) e um grupo carbonila (CO) (LIANG et al., 2024). As BMs s&o derivadas de
diversas fontes, por meio da reacio entre o anidrido maleico e uma amina primaria,
incorporando diaminas em sua estrutura (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017).
Comumente empregadas na industria, atuam como agentes de reticulagdo em
polimeros termorrigidos, melhorando suas propriedades mecanicas e térmicas. Esta
estabilidade térmica é particularmente vantajosa em engenharia de polimeros, onde a
resisténcia ao calor e a estabilidade dimensional sao cruciais (KIRMANI et al., 2020).

O interesse por bismaleimidas, tanto do ponto de vista cientifico quanto técnico,
cresceu ao longo da década de 1980. As primeiras bismaleimidas eram chamadas de
"bismaleimidas de primeira geragdo”. Embora esses materiais apresentassem alta
estabilidade térmica e rendimentos sintéticos elevados, eram considerados frageis em
termos mecanicos. As bismaleimidas de "segunda geracao" foram desenvolvidas com
foco na superacdo dessas limitacbes, apresentando maior tenacidade, melhor
desempenho em altas temperaturas e maior facilidade de processamento. Além disso,
esses novos sistemas mantinham o custo relativamente baixo e boa disponibilidade
dos mondémeros utilizados (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017; LU et al., 2024).

As BMs fazem parte da familia de polimeros termofixos de alto desempenho,
apresentando uma série de propriedades atrativas para aplica¢des industriais. Além
da alta resisténcia térmica previamente mencionada, as bismaleimidas também se
destacam por sua estabilidade quimica e baixa viscosidade. Essas caracteristicas
tornam ideais para uma variedade de usos industriais, incluindo processos de

moldagem por injecao (XIONG et al., 2023).
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Figura 12. Estrutura geral de um mondmero de bismaleimida.
Fonte: IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017.

Pelas propriedades mencionadas acima, as BM também tém sido estudadas
para uso em medicina, como agentes reticulantes de materiais injetaveis, como
hidrogéis (OCANDO et al., 2021). Em alguns trabalhos foram destacados que a
utilizacado de bismaleimida para criar polimeros e moléculas conjugadas é um campo
de pesquisa em constante desenvolvimento. As bismaleimidas sao precursores uteis
para reacdoes de Diels-Alder, adigdes de Michael e conjugacado baseada em tiol-
maleimida para a sintese de materiais e polimeros (RAO et al., 2013; TROMBINO et
al., 2019; MULJANA et al., 2022).

Atualmente, algumas bismaleimidas (BM) estdo disponiveis no mercado,
incluindo 1, 1'-(4-metil-1,3-fenileno) bismaleimida, BMOE (bis-maleimidoetano),
BM(PEG)2 (1,8-bismaleimida-dietilenoglicol) e BM(PEG); (1,11-bismaleimido-
trietilenoglicol). No entanto, um grande desafio € a solubilidade aquosa dessas
moléculas, ja que a maioria ndo é soluvel, o que limita seu uso em ambientes
fisiologicos. Tendo em vista essa aplicacdo, € de extrema importadncia que a
bismaleimida utilizada em meio fisiolégico tenha uma origem natural e renovavel e
sejam soluveis em meio aquoso (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017). Neste
trabalho foi proposto a sintese de uma bismaleimida.

Neste trabalho, foi sintetizado uma bismaleimida soluvel em &gua. As
informagdes contidas nas paginas 40, 41, 49, 50 e 52 foram omitidas, pois os dados

correspondentes estao atualmente em processo de solicitagdo de patente.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
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O hialuronato de sodio seco (1,9 A 2,2 MDA — Sinovial) foi adquirido da DMC
Sao Carlos, a furfurilamina foi adiquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) foram
adquiridos da Chem-Impex Int'L Inc (Wood Dale, lllinois, EUA), o acido cloridrico (HCI)
e o hidroxido de sédio (NaOH) foram adquiridos da Synth (S&o Paulo, Brasil), as
membranas de dialise foram adquiridas da Sigma-Aldrich (USA), aduto furano anidrido
maleico (sintetizado previamente de acordo com metodologia ja utilizada pelo grupo).
dimetilsulféxido (DMSO) ambos da Exodo Cientifica (Sdo Paulo, Brasil), agua
destilada, 6xido de deutério (D20), DMSO deuterado e corante Azul de Tripan foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

3.2. Sintese de acido hialurénico com furfurilamina (HA-Furano)

Para a enxertia do grupamento furanico, os derivados de HA modificados por
furano (HA-furano) foram sintetizados pela dissolugdo de HA (0,5 g) em 90 mL de
agua destilada ao qual o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida foi adicionado
(0,18 g), e agitada durante 20 min em temperatura de 40°C. A furfurilamina foi entao
adicionada gota a gota (250 uL), em seguida foi adicionado N-hidroxisuccinimida (0,2
g). O EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) ativa grupos carboxila
formando um intermediario reativo, enquanto NHS (N-hidroxissuccinimida) ou sulfo-
NHS estabiliza esse intermediario e aumenta a eficiéncia de acoplamento com aminas
primarias (COFFMAN et al., 2018). A reacao foi conduzida a temperatura 40 °C por
3h. A suspenséo foi entdo purificada por meio de diadlise com agua destilada por 7
dias, para remogdo de sais e excessos de reagente. A agua foi removida por
liofilizagdo para obter derivados HA-furano. O grau de substituicdo sera determinado
por titulagdo condutimétrica convencional. O esquema da reacdo é apresentado

resumidamente na Figura 13-A e 13-B.



38

(A)
Furfurilamina ~
HA (0,5 g) (250 pL) }
Agua destilada % .
(90mL) \ / T / s 40 °C
_ EDC (0,18 g) , NHS (0,2 g) /
S a4 &
[= e} [= Te| = e
Purificagdo
: Liofilizacdo ﬂé "
= _ i '!i
Dialise | |
(7 dias) | | #
< //
(B)
Acido Hialurénico Furfurilamina
O OH
OH
~ RN
O HO + HzN 1\:.\ .ff
\\ 1/
HO © ‘—’
OH NH
Q——=
/)
0 \
)
—
!
HA-Furano /
\\\‘NH
O—_
= OH
o) Q
~0 HO
HO o
OH NH

Figura 13. Esquema da sintese do acido hialurénico modificado com a furfurilamina

(a) e reagao de enxertia do furano na superficie do acido hialurdénico através da ligagao

entre o grupamento carboxilico presente na molécula de acido hialurbnico com a
amina presente na furfurilamina (b).

Fonte: elaborado pela propria autora.
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3.3. Sintese do aduto furano anidrido maleico

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 4,9 g de anidrido maleico e 30
mL de éter dietilico, os quais foram agitados em temperatura ambiente até completa
solubilizagdo. Em seguida, foi adicionado 3,4 g de furano e a solugao foi mantida em
agitacao até formacgao de cristais brancos, indicando sucesso da formacgao do aduto
furano anidrido maleico, toda reagao foi conduzida em atmosfera de nitrogénio. Os
cristais foram isolados por filtragcdo e agitados com éter dietilico para remover o

anidrido maleico ndo reagido.
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Figura 14. Esquema da sintese de aduto furano anidrido maleico (a) e estrutura
quimica do anidrido maleico, furano e a formagao do aduto furano anidrido maleico

(b).

Fonte: elaborado pela propria autora.



3.4. Sintese de bismaleimida soluvel em agua

Figura 15. Esquema da sintese de bismaleimida.
Fonte: elaborada pela prépria autora.
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3.5. Reticulagao do acido hialuronico modificado e bismaleimida por reagao
Diels-Alder

Para o estudo da reticulagao, o acido hialurénico modificado com a furfurilamina
foi misturado com a bismaleimida em propor¢ado molar de dois furanos para uma
bismaleimida (2:1), conforme ilustrado no esquema da Figura 16. A primeira analise
foi a observacado visual da mistura, buscando o aumento da viscosidade até a
formacgao do hidrogel, sem fluidez.

ApoOs a obtengdo do acido hialurénico modificado com furano e da BM-Lis,
procedeu-se a reticulagado desses materiais. Pesou-se, em uma balanga analitica, 12
mg de HA modificado e 6 mg de BM-Lis (amostras secas). O HA-Furano foi
solubilizado em 1 mL de agua destilada, apds total solubilizacdo da amostra, foi
dividida em dois microtubos de centrifuga de 2 mL contendo 0,5 mL de amostra em
cada tubo. Entdo, verteu-se a solugdo de BM-Lis na solugdo de HA-Furano em um
dos tubos e agitou-se suavemente o tubo de forma manual para que houvesse a
mistura dos materiais e em seguida a amostra ficou em banho maria a 37 °C, a reagao
ocorreu em aproximadamente 1 minuto. A amostra do segundo tubo foi usada como
controle. Realizou-se o procedimento descrito anteriormente utilizando uma segunda
bismaleimida derivada do Polietilenoglicol (PEG) fornecida de maneira generosa pelo
Dr. Ricardo Kramer. Essa bismaleimida foi sintetizada durante sua pesquisa de
doutorado na EESC-USP (KRAMER et al.,, 2019). Neste estudo, optou-se por
denominar essa bismaleimida como BM-PEG. Ensaios reolégicos foram realizados
posteriormente para determinacao precisa das caracteristicas reoldgicas do HA nao
reticulado e reticulado.
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Figura 16. Esquema da reticulagdo do acido hialurénico com a bismaleimida (a) e
estruturas quimicas das moléculas de HA-Furano, BM e do HA reticulado (b).

Fonte: elaborada pela propria autora.
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3.6. CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS

3.6.1. Titulagcao condutimétrica

A quantidade de grupamentos carboxilicos dos materiais, antes e apds as
reacdes de modificagdo do acido hialurénico com a furfurilamina, foi determinada por
meio de titulagdo condutimétrica acido/base. A titulagdo condutimétrica foi realizada
em condutivimetro (Analyser® 650M). Adicionou-se 0,01 g das amostras de HA e HA
modificado com furfurilamina, em um Becker com 2 mL de agua destilada,
homogeneizou por 5 minutos a 100 rpm o pH da suspenséo foi entdo ajustado para
2,5 por meio da adigdo de HCI 0,1 M em pHmetro (Kasvi®). O material foi entédo
titulado com NaOH 0,1 M, adicionado em aliquotas de aproximadamente 10 yL em
intervalos de 20 segundos sob agitagdo magnética a 380 rpm, anotou-se os resultados
para realizagdo dos calculos para quantificagdo dos grupamentos carboxilicos nas

amostras, conforme Equacgéo 1.

X= [C*(V2-V1)] Iw

Onde: C é a concentracao do titulante, W é a massa da amostra e V1 e V2 sdo os

volumes equivalentes em L.

3.6.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras de aduto furano anidrido maleico, lisina, BM-Lis, HA, HA-Furano,
HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG foram analisadas em um Espectrdmetro
Perkin-Elmer Spectrum 100 FTIR equipado com um dispositivo de refletancia total
atenuada (ATR) de diamante revestido com cristal de seleneto de zinco. Os espectros
foram feitos na faixa de 650 a 4000 cm -', com resolugdo de 4 cm ', 16 varreduras de
espectro e as saidas espectrais foram registradas em transmitancia.

3.6.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de "H NMR foram obtidos em um equipamento Bruker Avance I

HD, a 600 MHz. Os parametros utilizados foram: tempo de repeticdo: 11 s, largura de
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pulso: 90°; recycle delay: 500 ms; tempo de aquisigédo: 3.9 s; 16 varreduras, largura
espectral: 6.4 e Ib.: 1. As amostras de HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis, HA-
Furano-BM-PEG, lisina e BM-Lis foram solubilizadas em D20 a 1 % de concentracao
(p/v), enquanto a amostra de aduto furano anidrido maleico foi solubilizada em DMSO

deuterado, na mesma concentragao das amostras anteriores.
3.6.4. Analise Térmica

O comportamento de decomposi¢ao térmica foi estimado utilizando analise
termogravimétrica (TGA55, TA Instruments) a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min
de 25 a 500 °C. As propriedades térmicas foram investigadas por Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC) usando um DSC250, TA Instruments. As amostras
foram condicionadas a 40 °C por 24 horas antes do teste. Amostras secas (6 mg)
foram inseridas na panela de aluminio e os testes foram realizados sob fluxo de
nitrogénio (50 mL/min), a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min., partindo de 25 °C
até 400 °C.

3.6.5. Analise Reoldgica

Os parametros reologicos foram determinados em Modular Compact
Rheometer - MCR 92 (Anton Paar® GmbH, Graz, Austria). Os testes foram
conduzidos a 25 °C, usando uma placa geometria com 25 mm de diametro em um
espaco de 0,2 mm. Para as analises reoloégicas foram utilizados 300 uL de cada
amostra HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG. As amostras de
HA reticulado foram preparadas como descrito no item 3.5. No entanto, essa
concentracao foi utilizada apenas nos ensaios de viscosidade e taxa de cisalhamento,
pois nas demais analises, ndo foi possivel a leitura das amostras devido as suas
caracteristicas (viscosidade). Para os demais testes reoldgicos, foram utilizados 10
mg de HA-Furano e 5 mg de BM, os quais foram adicionados sobre a superficie da
placa de leitura, sendo removido o excesso de amostra. Para determinagdo de
viscosidade, foram realizadas medidas na faixa de taxa de cisalhamento de 1 a 1000
s-1. Enquanto os testes de varredura de amplitude foram realizados a uma frequéncia
angular constante de 10 rad. s™', com a deformac&o por cisalhamento variando de 0,01
a 1000 %.
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3.6.6. Ensaio de Reticulagao

As amostras foram secas em estufa a 45 °C até a massa constante. A massa
foi determinada em balanca analitica com precisdo de quatro casas decimais. Esta
massa foi considerada a massa total inicial das amostras. As amostras secas de HA,
HA-Furano e HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG (10 mg) foram transferida
para tubos de 15 mL, onde foram adicionados 3 mL de agua destilada e este foi
acondicionado a 30 °C por 24 horas. Apoés este periodo, a amostra foi centrifugada (4
minutos, 1700 g), o polimero foi ressuspendido em agua e novamente centrifugado (4
minutos, 1700 g). O tubo contendo o polimero foi levado a estufa a 50 °C até a
secagem e massa constante da amostra (massa final). A massa total inicial foi
considerada 100 %. O calculo da porcentagem de reticulagdo considerou a massa

final em relacdo a massa inicial, conforme equacéao 2:
% reticulagéo = (Mrx 100) / Mi

Ms: Massa final Mi: Massa inicial

3.6.7. Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi investigada utilizando o método padrao de redugao de
resazurina, utilizando células de fibroblastos de camundongo L929. A cultura celular
foi mantida a 37 £ 2 °C em atmosfera de 5 % de CO2 até atingir 80-90 % de confluéncia
e depois tripsinizada. A suspensao celular foi centrifugada por 5 min a 1200 x g e 0,1
mL (1 x 10° células) foram semeadas em uma placa de 96 pogos e incubadas por 24
horas a 37 + 2 °C em atmosfera de 5 % de CO2. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido pelo meio de cultura com amostras de HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-
Lis, HA-Furano-BM-PEG na concentracdo de 2 mg/mL, ja as amostras de
furfuriliamina, BM-Lis e BM-PEG realizou-se uma diluicdo seriada a partir da
concentracdo de 2 mg/mL até 0,015 mg/mL. O meio de cultura foi utilizado como
controle negativo (para garantir o crescimento celular livre da amostra) e o controle
positivo foi DMSO a 10 % (vol) em meio de cultura. Apds 24 horas, o meio de cultura
foi removido e as células foram lavadas com PBS. Solugéo de resazurina (10 % vol
em meio suplementado com DMEM) foi adicionada a cada pog¢o e as microplacas
foram incubadas a 37 + 2 °C durante 4 h em atmosfera de 5 % de CO2. 100 pL de
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cada amostra foram transferidos para a microplaca de 96 pocos. A fluorescéncia foi
lida em comprimentos de onda de excitagcado de 570 nm e emiss&do de 590 nm em um
leitor de microplacas (CaryEclipse Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). A
viabilidade celular foi relatada como % de viabilidade em comparacdo com a amostra
de controle, utilizando o software Excel para plotagem. Os resultados sé&o

apresentados como valores médios e desvio padrao.

3.6.8. Viabilidade Celular Apé6s a Extrusao do Hidrogel

Para avaliar a viabilidade celular apés a passagem do hidrogel por agulha
hipodérmica, foram preparadas quatro formulacées: HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-
Lis e HA-Furano-BM-PEG. Inicialmente, cada amostra foi dissolvida em tampao PBS
na concentragdo de 6 mg/mL, garantindo completa solubilizagdo do material. Em
seguida, a cada amostra solubilizada foram adicionados 80 uL de meio de cultura
contendo fibroblastos de camundongo L929 (1 x 10° células), previamente cultivadas
conforme descrito no item 4.6.7. A mistura resultante foi cuidadosamente
homogeneizada para assegurar a dispersdo uniforme das células no hidrogel.
Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta, as amostras foram transferidas para
seringas de 3 mL e acopladas a agulhas hipodérmicas de 40 x 1,20 mm. O material
contendo células foi extrusado lentamente, simulando a injegdo em condi¢des clinicas.
A viabilidade celular foi avaliada imediatamente apds a injegéo, utilizando o corante
azul de tripan para distingao entre células viaveis e inviaveis. A leitura dos resultados

foi realizada em contador automatizado (Bio-Rad TC20™).
3.6.9. Analise Estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no programa BioEstat 5.3, por meio

da analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para as analises que

apresentaram o valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Titulagao Condutimétrica

A quantidade de grupamentos carboxilicos dos materiais (acido hialurénico e
HA-Furano) foi determinada por meio de titulagdo condutimétrica acido/base (Figura-
17). A partir da analise grafica é possivel visualizar que na amostra de acido
hialurénico, ha presengca de COOH. Ja na amostra de HA modificado, ha uma
quantidade menor de grupamentos carboxilicos, o que era esperado uma vez que a
etapa de modificagdo do HA por furfurilamina substitui hidroxilas (OH) por
grupamentos furanicos, tendo entdo sucesso na modificagdo. Para confirmagao da
analise grafica, foi realizado o calculo (Equagdo- 1) utilizando o volume gasto de
titulante (NaOH 0.1M). A partir desse dado foi possivel determinar a quantidade de
COOH que foi substituida por grupamentos furanicos. Foi determinado para o acido
hialurénico 1,25 mmols/g e 0,75 mmols/g para o acido hialurénico modificado com
furfurilamina, determinar

sendo possivel que o grau de substituicdo foi

aproximadamente de 0,5 mmols/g, correspondendo a uma substituicdo de 40%.
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Figura 17. Titulagdo condutimétrica das amostras de acido hialurénico (a) e de
acido hialurénico modificado com furfurilamina (b)
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Fonte: elaborada pela prépria autora.

4.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia infravermelha é uma ferramenta instrumental extremamente
importante nas ciéncias aplicadas e basicas para a determinagédo de varios grupos
funcionais e compostos orgéanicos porque examina as transi¢des entre estados
vibracionais de ligagdes dentro da molécula (KHAN et al., 2018). Na Figura 18 esta
representado os espectros de FTIR das amostras de HA, furfurilamina e HA-Furano.
O espectro do HA mostrou picos caracteristicos de HA, como vibracio de estiramento
—OH e vibracao simétrica —~NH em 3300 cm~'! na cadeia lateral de N-acetil e amida |
carbonila (C=0) em 1602 cm~' (PARK et al., 2014). Uma banda em 1405 cm™
corresponde a vibragcado de deformagao C—O-H. As bandas éter foram atribuidas em
1115 e 1135 cm™ (ANTUNES et al., 2010; CARNEIRO et al., 2016).

No espectro FTIR da furfurilamina é possivel observar uma banda na regido
3300 cm~' correspondente ao grupo amina primaria (-NH2) apresentando um pico de
absorcao devido as vibragdes de estiramento de NH. As bandas de alongamento CH
sdo observadas em torno de 3000 cm~', abrangendo tanto as regides alifaticas quanto
aromaticas da molécula. Na regido de 1600 cm~" esta presente o pico caracteristico
de alongamento de C=C de anéis aromaticos, esses picos sao devido a presenca do
anel furano na estrutura da furfurilamina. Em 1200 cm~' é observado o pico
relacionado ao alongamento CN, indicativo da presenga do grupo funcional amina.
Além disso, as bandas de flexdo CH foram detectadas na regido de 1450 cm~'. O HA-
Furano apresentou as bandas tipicas do HA quanto da furfurilamina, conforme
esperado, e as mudangas no espectro que indicam o sucesso da reagdo. No espectro
do HA foi observado um pico em 1602 cm ' associado ao estiramento C=0 do anion
carboxilato (MANJU; SREENIVASAN, 2011). No entanto, esse pico desaparece apos
a formagé&o do conjugado, é possivel notar um pico na regido 1740 cm™' associado ao
C=0. Além disso, em 890 cm™', destaca-se a caracteristica banda de vibragdo da
ligagdo C=C do furano, enquanto a presencga de ligagdo C-N em 1200 cm', indica a
reagao entre o grupo carboxilico do HA com o grupo amina da furfurilamina indicando

que nessa regiao ocorreu a reagao.
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Figura 18. FTIR das amostras de Acido Hialurénico, Furfurilamina e HA-Furano.
Fonte: elaborada pela propria autora.
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4.3. Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons ("H RMN)

Neste estudo, usamos a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons
('"H RMN) em amostras de HA para confirmar a reagdo e a incorporagdo do
grupamento furano na molécula de HA. Além disso, a mesma técnica foi aplicada em
amostras de bismaleimida que foram sintetizadas a partir do aminoacido lisina, para
confirmar a ocorréncia da reagao. Por fim, foi feita a analise do HA-furano reticulado
com BM-PEG e BM-Lis.
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Na Figura 20 est&o representados os espectros de 'H RMN do Acido hialurénico
(vermelho) e do acido hialurénico modificado com furfurilamina (azul), O HA-Furano
foi obtido ligando a furfurilamina ao HA. O espectro correspondente ao HA néo
modificado mostra um pico localizado a 2,0 ppm, que pode ser atribuido aos prétons
do grupo metil no HA grupo N-acetil (Pérez et al., 2023). Apds a reagdo para
acoplamento do grupamento furano no HA, é possivel observar a presenga do pico de
préton de glucosamina caracteristico do HA nativo na regiao 1,9 ppm (NIMMO;
OWEN; SHOICHET, 2011) e o surgimento de dois picos nas regides de 6,38, 6,5 ppm
e um na regiao 7,5 ppm, os picos referem-se aos protons do furano, esses picos
mostraram que o grupamento furano foi enxertado com sucesso na molécula de acido
hialurénico. Além disso, é possivel comparar os dados obtidos com a literatura onde
mostra que os protons de furano aparecem nessa regiao (AYEDI et al., 2012, WANG
et al., 2018).

0 HA-Furano

Acido Hialurénico

8.5 8.0 7.5 720 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

Figura 20. Espectros de "H RMN do acido hialurénico e HA-Furano.
Fonte: elaborada pela prépria autora.
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A Figura 22, mostra os espectros de 'H RMN do HA-Furano e HA reticulado
com as duas BMs em estudo, ou seja, amostras de HA antes e apods a reticulagcao. O
objetivo € avaliar a eficacia da reticulagéo via Diels-Alder por meio da ligagao do furano

presente na molécula de HA e a maleimida presente nas duas BMs em estudo. Ao
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analisar os espectros de HA-Furano-BM-PEG, verifica-se a presenga de picos em
6,38, 6,5 ppm e na regiao de 7,5 ppm que séo picos atribuidos ao furano presente no
HA-Furano. No entanto, observou-se também o aparecimento de um pico na regiao
6,2 ppm indicando a presenca da BM-PEG. Na amostra de HA-Furano-BM-Lis é
possivel observar o desaparecimento dos picos referente ao furano presente na
amostra de HA-Furano, indicando assim a ligagao via reagao Diels-Alder. Ao analisar
os espectros de 'H RMN do HA reticulado com a BM-Lis também é possivel notar o
surgimento de um pico na regido 6,8 ppm, regido caracteristica do espectro de BM-
Lis. Esses resultados demonstram que houve sucesso na reticulagdo do HA

modificado com furano com a BM-Lis.
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Figura 22. Espectros de '"H RMN HA-Furano, HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-
Lis.
Fonte: elaborada pela propria autora.

Na Figura 23, os espectros de '"H RMN das amostras de HA reticulado com BM
sdo apresentados antes (23-A, 23-B) e apds (23-C e 23-D) o teste de reticulagéo. A
verificagdo do espectro de 'H RMN das amostras antes e apds o teste de reticulagédo
visa verificar se houve alguma alteragdo na molécula durante o processo. Como pode
ser observado na Figura 23, nas imagens A, B, C e D, ndo ocorreu modificacdo na
estrutura molecular, uma vez que 0s picos presentes nos espectros antes do ensaio

de reticulagdo permaneceram inalterados apds o teste. Isso confirma o sucesso da
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reacao de reticulagdo e indica que n&o houve alteragdes significativas durante o teste.
No entanto, € observado no espectro das amostras 23-C e 23-D que as amostras
estavam mais puras, demonstrando que a agua utilizada durante o ensaio nao
modificou a molécula reticulada, porém removeu o excesso de impureza que estava
presente nas amostras. Esta constatacao de que nao houve modificacido da molécula
de HA reticulada com as BMs ¢é fundamental, considerando que uma das
preocupacgdes deste trabalho é a solubilidade do material em agua, devido a sua
aplicacdo em ambiente fisiologico. Contudo, observou-se que o material em estudo
(HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis) ndo séo soluveis em agua. O que torna o

material bastante promissor para uso em meio fisioldgico.
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Figura 23. Espectros de '"H RMN HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis antes e

apos o “ensaio de reticulagao”.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

4.4. Analise Térmica

Na Figura 24 estado representadas as curvas do segundo aquecimento obtidas
por (DSC). Nas curvas de HA e HA-Furano é possivel observar que o primeiro pico
endotérmico das duas amostras aparece em 150 °C e 160 °C respectivamente. Esse
primeiro pico que aparece em ambas as amostras pode estar relacionado a

evaporagao de agua. A intensidade do pico néo é tao alterada para o HA-Furano; no
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entanto, é deslocado para 160 °C, afetando as ligagdes de hidrogénio do HA por meio
de ligagbes cruzadas (HOVHANNISYAN et al., 2023). Ambos os termogramas
exibiram um pico exotérmico na temperatura de aproximadamente 180 °C
rapidamente seguido de um sinal endotérmico largo entre 180 e 190 °C para o HA e
HA-Furano, respetivamente, é atribuido a degradagdo do esqueleto principal do
polimero. No entanto, € possivel observar que a intensidade do pico do HA-Furano é
menor quando comparado com o HA ndo modificado.

Uma das caracteristicas da reacédo Diels-Alder (furano-maleimida) é a
possibilidade de reverter essa reagéo, ou seja, a retro Diels-Alder. A eficiéncia das
reacoes rDA pbdde ser confirmada pelo comportamento térmico dos hidrogéis de acido
hialurénico reticulado. As curvas de DSC presentes na Figura 24, apresentaram um
pico endotérmico em torno de 80 °C e 100 °C, associado a ocorréncia da reacéo de
rDA, havendo a cisdo das liga¢des entre o furano e a maleimida. Em trabalho realizado
por Kramer et al., 2019 foi observado que na faixa de temperatura de 87 °C ocorreu a

rDA corroborando com nosso trabalho.
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Fonte: elaborada pela prépria autora.
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A Figura 25 mostra as curvas termogravimeétricas (TGA) do HA-Furano-BM-Lis
e HA-Furano-BM-PEG. Para o HA-Furano-BM-Lis, houve perda de massa inicial de
7% entre 25 e em 100 °C, que pode ser atribuida inicialmente a evaporagéao de agua
até 100 °C. De acordo com a sua natureza, a subsequente perda de massa
corresponde a ruptura das interagdes mais fracas na estrutura polissacaridica do
acido hialurénico até atingir a temperatura de aproximadamente 200°C (WU et al.,
2024). A segunda faixa de perda de 200 a 350°C representa a principal perda de
massa de 30%, correspondendo a degradagédo do esqueleto principal do polimero,
incluindo anéis sacarideos e cadeias de macromoléculas, com a temperatura de inicio
de decomposigcao Tonset de 188, 324 e 420 °C, apresentando 30 % de residuo sélido
deixado em 500 °C (AMIRNEJAT; NOSRATI; JAVANSHIR, 2020).

Na literatura, € mencionado que a molécula de HA é classificada como um
material sensivel ao calor, ou seja, sua temperatura de degradagéo é relativamente
baixa (LOPEZ et al., 2020). Ao compararmos a temperatura de degradacédo do HA
descrita na literatura com os resultados do nosso trabalho, observamos que a BM
pode ter influenciado na degradacéo, ja que é conhecida por ser termicamente mais
resistente (IREDALE; WARD; HAMERTON, 2017).

O HA-Furano-BM-PEG apresentou uma perda de massa de 5% até 100°C
devido a desidratacdo, tendo uma capacidade semelhante de adsor¢do de agua
quando comparado ao HA-Furano-BM-Lis. No entanto, apresentou degradagéo
praticamente em 3 etapas com Tonset de 194, 220 e outro em 400 °C com perda de
massa de 70% e residuo de aproximadamente 25% a 500°C. A degradagéo do HA
reticulado com a BM-PEG, pode ter ocorrido de forma mais rapida devido ter um grau

de reticulagdo menor quando comparado com a o HA reticulado com a BM-Lis.
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Figura 25. Curvas termogravimétrica HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG.
Fonte: elaborada pela propria autora.

4.5. Analise Visual de Viscosidade e Formagao do Hidrogel

A Figura 26, mostra as mudangas visuais observadas no HA natural, HA-
Furano, HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis. Na Figura 26-A, é possivel notar
uma diminuicdo significativa da viscosidade no HA apdés a modificagdo com a
furfurilamina, possivelmente associada a diminuicdo do numero de grupos de hidroxila
devido a substituicdo por grupos furanicos. A literatura destaca a importancia de
compreender a influéncia dos grupos hidroxila (OH) nas propriedades dos materiais.
A quantidade desses grupos pode influenciar na viscosidade, ja que cada grupo OH é
potencialmente capaz de formar até trés ligagbes de hidrogénio (JADZYN;
SWIERGIE, 2019).

Por outro lado, nas imagens da Figura 26-B e C é perceptivel 0 aumento da
viscosidade do HA-Furano apods ser reticulado com a BM-PEG e BM-Lis, o aumento
da viscosidade ocorreu bem rapido em aproximadamente 1 minuto apds o contato

com as bismaleimidas, indicando que houve a reticulagdo por meio da ligagdo do
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furano presente no HA-Furano e da maleimida presente na BM. Na Figura 26-C é
possivel observar um aumento da viscosidade ainda mais expressivo em comparagao
com a 26-B onde foi reticulado com a BM-PEG. Este resultado evidencia a maior
eficacia da BM-Lis como agente reticulante. Em trabalho anterior publicado por nosso
grupo onde foi utilizado o amido modificado com grupamento furanico (alcool
furfurilico) reticulado com a BM-PEG também foi observado aumento consideravel da
viscosidade corroborando com nosso estudo (ANTUNES et al., 2022).

O comportamento de gelificagédo rapido e controlavel ndo é apenas benéfico
para o encapsulamento e sobrevivéncia celular, mas também benéfico para a
operacgao do hidrogel HA reticulado na pratica clinica. Para confirmagao do aumento
da viscosidade foram realizadas analises reoldgicas das amostras, antes e apds a

reticulacao via reacao Diels Alder.

[ HA | HA-Furano | [ HA-Furano

Figura 26. Mudancas visuais observadas no HA natural, HA-Furano e HA-Furano-
BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis.

Fonte: elaborada pela propria autora.

4.6. Analises Reoldgicas

O acompanhamento das mudangas nas propriedades reoldgicas, ou seja, a
determinagcdo das propriedades reoldgicas antes, durante e apds a reticulagao
completa dos materiais, € fundamental para estudar e validar as condi¢cbes de
aplicacao dos hidrogéis injetaveis propostos. A analise reoldgica ajuda a avaliar o
comportamento do fluxo dos hidrogéis sob condicbes de injecdo. Ela avalia

parametros como viscosidade e comportamento de afinamento, garantindo que o
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hidrogel possa ser facilmente injetado por meio de agulhas médicas sem entupir ou
causar resisténcia excessiva. Compreender essas caracteristicas do hidrogel HA
antes e apos a reticulagao € de extrema importancia para esse estudo, uma vez que
se pretende colocar células nesse biomaterial. Sabe-se que os hidrogéis podem sofrer
forcas de cisalhamento durante a injecdo e compreender como esse material se
comporta é fundamental, pois o cisalhamento pode causar danos as células (GALLO
et al., 2019). Outras propriedades reoldgicas dos hidrogéis, como elasticidade e
modulo (G’ e G”), sdo essenciais para manter sua integridade estrutural durante e
apos a injecao. Isto garante que o hidrogel mantenha a sua forma e funcionalidade no
local de administragao.

Na Figura 27-A, nota-se que o HA é a amostra com maior viscosidade, apos ser
modificado com a furfurilamina (HA-Furano) se torna a amostra com menor
viscosidade, o que é altamente relevante para este estudo. Espera-se um aumento na
viscosidade apds a aplicacao (injecao) do hidrogel, pois, para o transporte celular, é
fundamental que o material seja mais fluido, reduzindo assim o cisalhamento e,
consequentemente, minimizando a morte celular. A amostra de HA-Furano-BM-Lis
apresentou maior viscosidade, quando comparado com HA-Furano-BM-PEG e menor
viscosidade quando comparado com o HA. O aumento da viscosidade das amostras
de HA reticulado com ambas as BM se deve a rede polimérica que se formou apds a
reticulagcao entre o furano presente no acido hialurénico modificado com furfurilamina
e a maleimida presente na BM. Também observou-se que em diferentes niveis de
tensdo de cisalhamento ocorre um forte comportamento de afinamento por
cisalhamento com queda da viscosidade em todas as amostras em estudo,
demonstrando um comportamento pseudoplastico, o que faz com que fiquem no
estado sélido em repouso, mas sob tensdao de cisalhamento eles possuem
propriedade liquida e podem fluir (CHEGINI et al., 2020). Esse comportamento
reoldgico se deve ao desembaraco e alinhamento dessas microestruturas e a quebra
das estruturas tridimensionais na dire¢ao do fluxo. A rigidez da rede depende de seus
emaranhados mecanicos, do numero de pontos de contato ou interagdes entre
cadeias poliméricas, de suas forgcas de coesao e de forcas eletrostaticas entre as
cadeias. A Figura 27-B mostra a relagao entre a tensao de cisalhamento e da taxa de
cisalhamento, mostrando que com o aumento gradual da taxa de cisalhamento, a
tensao de cisalhamento aumenta continuamente. Essa caracteristica € observada em

todas as amostras analisadas.
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Figura 27. Caracterizagdes reoldgicas dos hidrogéis antes e apds a reticulagdo com
BM-PEG e BM-Lis. Viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento (A), curva de fluxo
de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (B), moddulo de
armazenamento e médulo de perda em fungéo da deformagao de cisalhamento (C),

modulo de armazenamento e modulo de perda em funcéo da frequéncia angular (D).
Fonte: elaborado pela prépria autora.

A reacao Diels Alder € bem descrita na literatura, em trabalho publicado em 2011

por Nimmo e colaboradores foi demonstrado que a reacao de clique de Diels-Alder é
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um método de reticulagdo adequado e muito eficiente para formacao de hidrogel de HA.
Nesse trabalho, eles avaliaram as propriedades reoldgicas do HA reticulado com BM.
Também foi observado que todas as amostras apresentaram uma diminuigdo da
viscosidade conforme o aumento da taxa de cisalhamento, provavelmente esse
comportamento ocorreu devido a ruptura da rede estrutural dos polimeros (NIMMO;
OWEN; SHOICHET, 2011).

As caracteristicas viscoelasticas dos hidrogéis como: o comportamento de
deformagéao (Figura 27-C) e medigdes de varredura de frequéncia (Figura 27-D) foram
determinadas por testes oscilatorios. Dois parametros sdo importantissimos para avaliar
a viscoelasticidade de um fluido. Sdo eles o médulo viscoso (G”) e 0 médulo elastico
(G’) (COSTA; NACCACHE; VARGES, 2017). A varredura de deformagao é importante
pois determina o limite da regido linear viscoelastica (regido LVE), a regido LVE indica
afaixa na qual o teste pode ser realizado sem destruir a estrutura da amostra. E a regido
representada do lado esquerdo do grafico, ou seja, a faixa com os valores de
deformagdo mais baixos. Na regidao LVE, esta fungdo mostra um valor constante,
denominado valor platé. O modulo de elasticidade ou de armazenamento (G’) € uma
medida da energia armazenada em um material no qual a deformagéao por cisalhamento
foi imposta, ja o moédulo viscoso ou de perda (G”) € uma medida da energia dissipada
em um material, no qual foi imposta deformagao. Acredita-se que os hidrogéis que tém
G' relativamente maior tenham efeitos duradouros (FUNDARO et al., 2022).

Ao analisar a Figura 27-C observa-se que na regido LVE o HA apresenta o modulo
de armazenamento (G’) maior que o modulo de perda (G”) indicando que a amostra
nessa regiao apresenta estrutura tipo gel ou sélida, no entanto podemos observar que
no final da varredura o G” foi maior que G’ indicando que nessa regiao a amostra exibe
uma estrutura fluida. Em contrapartida a amostra de HA-Furano, apresenta um
comportamento liquido onde observa-se no grafico um G” maior que G'. Também se
observa uma distancia bem significativa entre o médulo de perda em comparagao ao o
modulo de armazenamento do HA-Furano, o que nao foi observado nas demais
amostras. Isso pode ter ocorrido devido a substituicdo das hidroxilas presente na
molécula de HA que foram substituidas por grupamentos furanicos.

Como foi observado, a quantidade de OH pode influenciar fortemente, nas
propriedades dos liquidos (JADZYN; SWIERGIE, 2019), isso também pode explicar a
proximidade dos moédulos G’ e G” do HA nao modificado, pois a quantidade de hidroxila

na molécula € muito maior do que no HA-Furano como foi mostrado na titulacédo
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condutimétrica foi substituicdo de 40%. Por outro lado, amostras de HA reticulado com
bismaleimida, HA-Furano-BM-PEG, HA-Furano-BM-Lis, apresentou o G’ maior que G”
demonstrando ter com comportamento elastico predominante, apresentando estrutura
tipo gel/solida podendo ser denominada solido viscoelastico.

A Figura 27-D contém os resultados das medi¢des de varredura de frequéncia e
avaliados os valores do modulo viscoso e elastico. Ao analisar a amostra de HA
observa-se que o HA possui médulo viscoso (G”) maior que modulo elastico (G')
indicando predominio dos efeitos elasticos. Além disso, € possivel determinar a regiao
viscoelastica linear, que se encontra dentro da faixa em que os mdédulos sao constantes
e paralelos com o tempo. Ao final dessa regiao, quando ocorre o cruzamento das
curvas, o valor de G’ ultrapassa o valor de G”, ou seja, 0 médulo viscoso torna-se maior
que o modulo elastico, indicando o inicio do escoamento do fluido. Por outro lado, a
amostra de HA-Furano apresenta o médulo de viscoso (G”) maior que o modulo elastico
durante toda varredura de frequéncia, também ¢é possivel notar que nao ocorre o
cruzamento das curvas, indicando predominio viscoso. As amostras de HA reticulado
com as BMs apresentaram um comportamento semelhante ao gel com o médulo de
armazenamento G' constante e maior que o médulo de perda G”, indicando que

possuem modulo de elasticidade superior ao modulo viscoso (VON et al., 2017).

4.7. Teste de Reticulagao

A Figura 28 ilustra as amostras de HA, HA-Furano, HA-Furano-BM-Lis e HA-
Furano-BM-PEG, imediatamente apds centrifugacédo, ainda retendo umidade. Ao
analisar as imagens 28-C e 28-D, torna-se visivel a presenga de material reticulado,
indicando a formac¢do de uma estrutura de rede, caracteristica de ligagbes cruzadas
dos polimeros, sugestivos de reticulagdo (FUNDARO et al., 2022). No entanto, ao
analisar as figuras 28-A e 28-B, torna-se impossivel ver a presenga de material,
indicando que a amostra se dissolveu completamente durante o ensaio e foi
totalmente eliminada. As amostras foram entdo secas em estufa com temperatura
controlada a 50°C até alcangarem uma massa estavel. Apds esta etapa, foi calculada
a porcentagem de reticulacdo. Em primeiro lugar, a amostra de HA e HA-Furano nao
apresentaram evidéncia de reticulagao, indicando falta de formacao de estrutura de
rede. Em contraste, o HA-Furano-BM-Lis e HA-Furano-BM-PEG exibiram uma notavel

taxa de reticulagéo, calculada em 52% e 38% respectivamente. Isso sugere que a


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/storage-modulus
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presenca de furano desempenhou um papel crucial na promog¢ao da formagao do
sistema reticulado por meio de ligagées entre o furano presente na molécula de HA e

a maleimida presente na BM-Lis e BM-PEG.

Figura 28. Resultado teste de reticulagédo, HA (A), HA-Furano (B), HA-Furano-BM-Lis
(C) e HA-Furano-BM-PEG (D).

Fonte: Propria autora

4.8. Viabilidade Celular

O teste de citotoxicidade in vitro foi conduzido utilizando o método baseado em
resazurina. Em resumo, o método ¢é designado para determinar
espectrofotometricamente ou fluorometricamente, o numero de células em fungao da
atividade metabdlica usando o corante resazurina. A resazurina pode ser dissolvida
em tampdo fisiolégico (resultando numa solugdo de cor azul profundo). A
metabolizacdo da resazurina pelas células vivas gera a resorufina que € rosa
fluorescente (Figura- 29), sendo que € usada para estimular a viabilidade celular por
meio da medigéo da intensidade de fluorescéncia. Segundo o padréo, quando houver
uma reducao de mais de 30% na viabilidade celular é considerada como tendo efeito
toxico para as células (MORDMUANG et al., 2019, DORM et al., 2022).
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Figura 29. Esquema da conversao intracelular de resazurina azul nao fluorescente

em resorufina rosa fluorescente.
Fonte: Adaptado de MORDMUANG et al., 2019.

Para o ensaio de viabilidade celular foram testadas as amostras de HA, HA-
Furano, HA-Furano-BM-PEG e HA-Furano-BM-Lis e reagentes (BM-PEG, BM-Lis e
furfurilamina). O controle negativo mostrou uma porcentagem padrao, ou seja, 100%
de negatividade de citotoxicidade. Nos testes observou-se que nas amostras de HA,
HA-Furano e HA reticulado com BM-PEG e BM-Lis ndo foram consideradas toxicas
na concentragao testada (Figura 30-A), apresentando uma viabilidade celular superior
a 70%. O resultado sugere material com potencial para aplicagdes na area da saude,
conforme proposto neste trabalho. Ja em relacdo aos reagentes utilizados nas
reagdes quimicas de modificacdo (BM-PEG, BM-Lis e furfurilamina), as células foram
viaveis a partir da concentragdo de 0,25mg/mL para furfurilamina, ja a BM-PEG se
mostrou viavel a partir da concentragao 0,5mg/mL e pér fim a BM-Lis foi viavel a partir
de 1mg/mL (Fig. 30-B), sendo citotoxico (menor que 70% de viabilidade) em
concentragbes mais elevadas. Com base nos resultados encontrados, sugere-se que
0s reagentes nao permaneceram livres para exercer o efeito téxico apds a reagao
quimica com o material, uma vez que o material demonstrou viabilidade superior a

70% em todas as etapas de modificagdes quimicas e na concentracao testada.
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Figura 30. Resultados da analise de viabilidade celular, HA, HA-Furano, HA-Furano-
BM-PEG, HA-Furano-BM-Lis (a) e Furfurilamina, BM-Lis, BM-PEG (b).

Fonte: elaborado pela propria autora.
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4.9. Viabilidade Celular Apés a Extrusao do Hidrogel

Neste estudo, optou-se por utilizar a concentragcdo de 6 mg/mL para a
preparagdao do hidrogel. Essa escolha foi baseada em observagdes obtidas
previamente no ensaio de reticulagéo (item 4.5), no qual se verificou que tanto o acido
hialurénico (HA) natural quanto o HA reticulado apresentaram viscosidade elevada,
fato posteriormente confirmado por meio da analise reolégica. A elevada viscosidade
observada poderia trazer duas consequéncias indesejaveis durante a aplicagdo do
material, como o risco de obstru¢do da agulha durante a injegdo e maior dificuldade
de escoamento do hidrogel através da seringa, exigindo maior pressdo para a
aplicacao. Considerando que o primeiro ponto potencial de dano celular pode ocorrer
no proprio processo de injegao, devido as forgas de cisalhamento as quais as células
s&o submetidas ao passar da seringa para a agulha (AGUADO et al., 2012).

A Figura 31, mostra os resultados de viabilidade celular apds a extrusdo do
hidrogel pela agulha, observa-se que o numero inicial de células viaveis presente nas
amostras de controle era de 1 x 10° células. Apds a passagem do material pela agulha,
observou-se que a amostra composta apenas por HA que apresentou a maior
viscosidade, exibiu a menor quantidade de células viaveis, com 2,5 x 10* células vivas.
Em contraste, as amostras de HA-Furano apresentaram a maior viabilidade celular,
com 6,1 x 10* células vivas. Esse resultado pode estar diretamente relacionado a
baixa viscosidade dessa amostra, que provavelmente reduziu a intensidade das forgas
de cisalhamento durante a injecdo, minimizando o dano celular. Apesar do melhor
desempenho em termos de viabilidade, é importante considerar que o HA-Furano nao
€ reticulado, ou seja, trata-se de uma molécula linear. Em ambiente fisioldgico, essa
caracteristica resultaria em uma meia-vida reduzida, uma vez que a presenca de
enzimas como as hialuronidases aceleraria sua degradagdo em comparagdo aos
materiais reticulados. Por esse motivo, torna-se necessaria a reticulagédo do HA para
aumentar sua resisténcia a degradagdo enzimatica (FUNDARO et al., 2022). As
amostras de HA reticuladas com BM-Lis e BM-PEG apresentaram diferentes niveis
de viabilidade celular. A formulagdo HA-BM-Lis apresentou uma viabilidade de 3,8 x
10* células vivas, enquanto a amostra HA-BM-PEG apresentou uma viabilidade em
de 2,8 x 10* células vivas.

Procedimentos de injecao celular tipicamente resultam em déficit de células

vivas, com viabilidades tao baixas quanto 1% a 32% apéds o transplante (AGUADO et
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al., 2012). Grande parte da pesquisa recente sobre carreadores celulares de hidrogel
tem se concentrado no papel desses materiais apés a administracdo ao tecido ou
orgao alvo. Por exemplo, os hidrogéis podem atuar como arcabougos para a adesao
celular local (CHOI et al., 2020).

O hidrogel injetavel ideal tem que ser fluido o suficiente para passar pelas
agulhas da seringa, mas ainda atingir alta rigidez dentro do corpo. A gelificagao
térmica com foco na mudanca de temperatura durante a injecao € util, e polimeros
termossensiveis como poli(N-isopropilacrilamida) e Pluronic® tém sido usados para
esse proposito (CHEON et al., 2024).

Células vivas

10*

. I .
Controle HA HA-Furano  HA-F-BM-Lis HA-F-BM-PEG
Amostras

Figura 31. Viabilidade celular ap6s a extrusdo do hidrogel pela agulha.
Fonte: elaborado pela propria autora.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que a modificagdo quimica do acido hialurébnico com furfurilamina
foi bem-sucedida, confirmada por meio de caracterizagdo por RMN e FTIR, que
revelaram a presenga do grupo furanico na amostra modificada. A titulagdo

condutimétrica quantificou a presenga de furano no acido hialurénico modificado de
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aproximadamente 40% de substituicdo. Além disso, a sintese do aduto furano anidrido
maleico e da bismaleimida a partir da modificagdo quimica da lisina foi confirmada
ap6s a caracterizagdo desses materiais. Por meio da anadlise térmica foi possivel
observar a rDA do HA reticulado.

A etapa de reticulagdo via reagdo de Diels-Alder com introdu¢do das
bismaleimidas (BM-PEG e BM-Lis) foi realizada com sucesso, evidenciada pela
formacdo do hidrogel, confirmada por analises visuais e reolégicas. O teste de
citotoxicidade demonstrou a viabilidade do material. Portanto, este estudo demonstrou
que o acido hialurénico modificado com furano apresentou mudanga de viscosidade e
formacao de hidrogel em um curto periodo de tempo por meio da reticulagdo da
ligacao do furano presente na molécula de HA e maleimida presente na BM via reagao
de Diels-Alder.

A avaliagdo da viabilidade celular ap6s a extrusdo do hidrogel por agulha
demonstrou que a viscosidade afeta diretamente viabilidade das células. No entanto,
os resultados obtidos foram considerados promissores, uma vez que, mesmo apos a
passagem do hidrogel pela agulha, as células apresentaram elevada taxa de
viabilidade.

Por meio dos resultados obtidos até o momento foi demonstrado que o material
em estudo é bastante promissor para uso em ambiente fisiolégico e para aplicagéo na

forma injetavel.

6. PERSPECTIVAS

Com o intuito de aprimorar a viabilidade celular apds o processo de extrusao,
pretende-se testar diferentes concentragdes e avaliar o crescimento das células nos
intervalos de 24h e 48h. Além disso, visando explorar o potencial de aplicacdo do
material em tecidos como a cartilagem, propde-se investigar detalhadamente suas
propriedades mecanicas.
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CAPIiTULO Il

Hidrogel de Alginato Modificado com Cisteina: Biomaterial para Aplicagao

Microbiolégica.

RESUMO

A propagacao de infecgbes microbianas representa um cenario desafiador em
todo o mundo, com notavel demanda por ateng&o na area da saude. Tem surgido um
aumento de estudos para o desenvolvimento de novos biomateriais com o objetivo de
diminuir ou evitar infecgées bacterianas, e os polimeros naturais tém sido foco de
alguns estudos. O alginato € um polimero natural abundante com potencial para
modificagdes quimicas com base na sua estrutura quimica e, até onde sabemos, nao
foi modificado para atividade antimicrobiana. Este estudo tem como objetivo preparar
um novo biomaterial por meio da modificagao quimica do alginato acoplado a cisteina,
visando inferir atividade antimicrobiana ao material resultante, e também, capacidade
de geleificacédo in situ pela formagédo de ligagdes dissulfeto. Os polimeros foram
caracterizados por FTIR, RMN, analise térmica, teste de reticulagéo, analise reoldgica,
degradagao hidrolitica, teste microbiolégico (E. coli e S. aureus) e citotoxicidade. Os
resultados nao mostraram toxicidade e demonstraram atividade antimicrobiana contra
as bactérias estudadas, indicando seu potencial para o desenvolvimento de curativos

e outros dispositivos médicos destinados a prevencgao de infecgdes.

Palavras-chave: Alginato; cisteina; atividade antimicrobiana; E. coli, S.aureus.



ABSTRACT

The spread of microbial infections represents a challenging scenario worldwide,
with a notable demand for attention in the health area. There has been an
increase in studies into the development of new biomaterials with the aim of
reducing or preventing bacterial infections, and natural polymers have been the
focus of some studies. Alginate is an abundant natural polymer with the potential
for chemical modifications based on its chemical structure and, as far as we
know, it has not been modified for antimicrobial activity. This study aims to
prepare a new biomaterial through the chemical modification of alginate coupled
with cysteine, with the aim of inferring antimicrobial activity to the resulting
material, as well as in situ gelling capacity through the formation of disulfide
bonds. The polymers were characterised by FTIR, NMR, thermal analysis, cross-
linking test, rheological analysis, hydrolytic degradation, microbiological test (E.
coli and S. aureus) and cytotoxicity. The results showed no toxicity and
demonstrated antimicrobial activity against the bacteria studied, indicating their
potential for the development of dressings and other medical devices aimed at

preventing infections.

Keywords: Alginate, cysteine, antimicrobial activity, E. coli, S.aureus.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia aos antibidticos € hoje uma das ameagas mais graves a saude
publica global, o combate a resisténcia bacteriana, tem se tornando um desafio cada
vez mais complexo de enfrentar, pois os antibiéticos continuam a ser o principal
recurso de controle bacteriano. Os dados mostram que para cada antibidtico
desenvolvido existe um microrganismo que se torna resistente a ele (MATICA et al.,
2019).

Os agentes antimicrobianos tém sido usados desde pelo menos 2.000 anos atras,
quando os antigos egipcios e gregos usavam diferentes extratos de plantas e mofo
para tratar infecgdes. No entanto um grande marco para a ciéncia ocorreu em 1928,
com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, até os dias atuais, os
antibidticos tém estado entre os medicamentos mais comumente usados para o
tratamento de infecgbes por bactérias (LETEK, 2023).

Os antibiéticos foram introduzidos pela primeira vez na década de 1940, levando
a crenca de que as doencgas bacterianas seriam erradicadas. No entanto, os
microrganismos, incluindo o Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E.
coli) comegaram a desenvolver resisténcia aos antibidticos a partir do aumento do uso
e abuso de antibidticos e uso incorreto desses medicamentos (PLUMET et al., 2022).
Com poucos novos antibidticos chegando ao mercado, ha uma necessidade de novos
materiais antimicrobianos. Nesse contexto, a otimizagdo de moléculas ja existentes
ou a criagao de combinagdes de diferentes compostos emerge como uma abordagem
promissora no combate aos patégenos (MATICA et al., 2019).

Biomateriais antibacterianos sdo desenvolvidos como substitutos dos antibi6ticos
em alguns casos. Entre eles, os hidrogéis antibacterianos estdo atraindo cada vez
mais atencao devido ao facil processo de preparagao e a diversidade de estruturas,
alterando seus reticulantes quimicos via ligagdes covalentes ou interacdes fisicas nao
covalentes, o que pode dota-los de diversas fungdes especificas, como alta
tenacidade e extensibilidade, injetabilidade, autocura, adesividade tecidual e
hemostasia rapida, carregamento facil e liberagdo controlada do medicamento,
biocompatibilidade e antioxidante superiores, bem como boa condutividade (TAO et
al., 2019; CAO et al.,, 2021). Os polimeros antimicrobianos apresentam grande
potencial para o tratamento de bactérias resistentes a medicamentos; no entanto,

projetar polimeros antimicrobianos que possam matar seletivamente bactérias
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ecausar toxicidade relativamente baixa a tecidos/células normais continua sendo um
desafio importante (GENG et al., 2023).

A pesquisa e o desenvolvimento de novos biomateriais com propriedades
antimicrobianas tém aumentado a fim de diminuir a propagagdo da contaminagao
(GANESAN, 2017). Os polimeros naturais tém ganhado evidéncia neste campo
(CALDEIRA et al., 2013). Polimeros de base bioldgica sintetizados a partir de recursos
renovaveis (CAILLOL, 2020) sao materiais promissores para substituir os materiais
poliméricos de origem fossil. Além disso, muitos dos polimeros de base bioldgica
existentes podem ser biodegradaveis, em particular os polissacarideos e as proteinas
(MUNOZ-BONILLA et al., 2019).

O alginato € um polimero natural abundante, foi descrito pela primeira vez pelo
quimico britanico ECC Stanford em 1881 (SAJI et al., 2022) € um polissacarideo
encontrado naturalmente na parede celular de algas e na capsula bacteriana de
especies como Azotobacter sp e Pseudomonas sp. Nas algas marrons, esse polimero
confere resisténcia e flexibilidade as paredes celulares, funcionando como uma
protecao contra danos causados pela forca das ondas marinhas. Ja em bactérias, o
alginato forma a capsula protetora, favorece a formacéo de biofilmes e contribui para
0s processos de adesao e colonizagao (RAUS; NAWAWI; NASARUDDIN, 2021). A
producao em larga escala de alginato comecou no final da década de 1920. Devido a
sua crescente demanda, o mercado global de alginato atingiu um valor estimado de
US$ 728,4 milhdes em 2020, e devera atingir US$ 923,8 milhdes até 2025
(VASUDEVAN; LEE; LEE, 2021, CHUDASAMA et al., 2021).

O alginato pertence a categoria dos copolimeros lineares e €& constituido
principalmente por acidos B-D-manurdnicos (M) e acidos a-L-gulurénicos (G), que
estdo distribuidos ao longo da estrutura da cadeia polimérica (Fig 32). Pode
apresentar sequéncias monoméricas de residuos M e G, bem como alternancia entre
eles, resultando na formagao de blocos M e blocos G (homopolimero) e blocos MG
(heteropolimero), por meio de ligagbes glicosidicas (LINS et al., 2014; HUAMANI-
PALOMINO et al., 2019). A distribuicdo percentual dos blocos M e G varia de acordo
com a espécie de origem do alginato. Fatores como localizagdo geografica, habitat e
espécies influenciam a distribuicdo desses grupos, resultando em diferentes
propriedades fisico-quimicas que dependem da relagao M/G (ORE et al., 2020).
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Figura 32. Estrutura do Alginato (Tipos de blocos de Alginato: G = acido gulurénico,
M = acido manurénico).
Fonte: GOMATHI et al., 2017.

Devido as suas excelentes propriedades como biocompatibilidade,
biodegradagao, ndo imunogenicidade, gelificagdo e capacidade de processamento,
os alginatos tém sido amplamente aplicados e explorados em diversos campos, como
a engenharia de tecidos (REAKASAME; BOCCACCINI, 2018), distribuicao de
medicamentos (XIE et al., 2022), cicatrizacdo de feridas, téxteis, cosméticos e
alimentos (SANCHEZ-BALLESTER; BATAILLE; SOULAIROL, 2021, TAO et al.,
2023). Além das propriedades citadas, o alginato possui unidades de grupos
carboxilato e hidroxila em toda sua estrutura, o que possibilita a funcionalizagao de
suas cadeias poliméricas (HUAMANI-PALOMINO et al., 2021, CHUDASAMA et al.,
2021, ZHANG; LAN; XIE, 2022).

Estudos recentes tém mostrado resultados promissores no uso de alginato para
encapsulamento e liberagao sustentada de medicamentos. Em artigo publicado em
2023 por Shi et al., foi investigada a liberacdo sustentada de hidrogéis de alginato
contendo o peptideo antimicrobiano Chol-37 (F34-R). O hidrogel carregado com
peptideo apresenta uma nova plataforma para aplicagdes de cicatrizagao de feridas
com a capacidade de compensar a desvantagem da instabilidade e facilidade de
manipulagao de peptideos como agentes antibacterianos para aplicagao clinica (SHI
et al., 2023). Além de encapsular medicamentos, também apresenta propriedades
promissoras para incorporacdo de nanoparticulas como a prata para atividade
antimicrobiana (MOHAMED; AHMED; ABDEL-GAWAD, 2022).

A estrutura quimica do alginato é suscetivel a reagdes quimicas, 0 que pode ser

util para aumentar a eficacia para aplicagdes in vivo e in vitro, além de inferir
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propriedades como atividade antimicrobiana. Outras propriedades como solubilidade,
biocompatibilidade, estabilidade e atividade do componente bioldégico sdao mantidas
ou melhoradas como resultado da natureza do material quimicamente modificado (LI
et al., 2010).

A modificagdo quimica do alginato com grupos tiol é de grande interesse devido
as propriedades unicas dos hidrogeéis tiolados. Esses hidrogéis possuem propriedades
como mucoadesividade, capacidade de absorcdo de agua, estabilidade e
biocompatibilidade. Além disso, os tidis podem reticular cadeias poliméricas.
Polimeros modificados com tiol ttm a capacidade de formar géis in situ por meio de
ligacoes dissulfeto. Estas caracteristicas dos hidrogéis tiolados os tornam promissores

para aplicacdes biomédicas (PEREZ et al., 2023).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

O alginato de sodio, cloreto de calcio (CaClz2), foram adquirido da Dinamica
Quimica Conte mporanea LTDA (Brasil), a L-Cisteina foi fornecida pela Ajinomoto
(98% em peso, Brasil), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Chem-Impex Int'L Inc (Wood Dale,
lllinois, EUA), o acido cloridrico (HCI) e o hidréxido de sddio (NaOH) foram adquiridos
da Synth (Sao Paulo, Brasil), o agar nutriente foi adquirido da Kasvi, E. coli ATCC
43895 e S. aureus ATCC 14458 foram adquiridos da American Type Culture
Collection, ATCC, NOS, resazurina sédica, éxido de deutério (D20) membranas de

didlise foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA ).

2.2. Métodos

2.2.1. Sintese do bioconjugado alginato-cisteina

A sintese do biconjugado alginato L-cisteina (alginato-Cys) de sédio foi realizada
em uma reagao de duas etapas, seguindo metodologia descrita na literatura pelo
trabalho realizado por Bernkop-Schnurch et al., (2001). O grupo acido carboxilico do
biopolimero foi ativado pela adicdo de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) na proporgao de 2:1,5 (EDC:NHS). Inicialmente,
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2,03 g de alginato foram dissolvidos em agua destilada (25 mL) e o pH da solugéo foi
ajustado para 6 utilizando NaOH (1 M). O EDC (1,96 g) foi entdo adicionado a solugéo
sob agitagdo por 40 minutos a uma temperatura de 40 °C. Em seguida, foram
adicionados NHS (1,72 g) e cisteina (2,42 g) e a reagéo prosseguiu por 3 h. Apos a
reacao, a solugao foi dialisada contra agua destilada durante 7 dias. Os produtos finais
foram liofilizados e armazenados em temperatura entre 2 °C e 8 °C.

A Figura 33 ilustra a bioconjugacéo alginato-cisteina através da ligagao amida
entre o grupo amino primario de L-cisteina e o grupo acido carboxilico do alginato.
Primeiramente, mostra o mecanismo de ativagéo do alginato usando EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida). O EDC reage com os grupos carboxila presentes no
alginato, resultando na formacdo de um intermediario reativo o-acilisoureia. Este
intermediario é instavel e, na presengca do NHS (N-hidroxisuccinimida), converte-se
em um ativado éster de succinimida, conhecido como éster de succinimida. Este éster
€ mais estavel que o intermediario o-acilisoureia e € altamente reativo com grupos
amina. O grupo amina da cisteina realiza um ataque nucleofilico ao éster succinimida,
culminando na formagdo de uma ligagdo amida entre o alginato e a cisteina. Este
processo é facilitado pela alta reatividade do éster succinimida gerado na etapa
anterior. Durante a formacao da ligacdo amida, NHS é liberado como subproduto
(UDOMSOM et al., 2021). Depois que a cisteina é ligada ao alginato, a oxidagao dos
grupos tiol (-SH) da cisteina levam a formacéo de pontes dissulfeto (-S-S-) entre duas
moléculas de cisteina, gerando a cistina. A oxidagdo de tidis e a formagédo de
dissulfeto, portanto, representam a quimica de reticulagao covalente (NAEIMIPOUR
et al., 2022). A ligacao dissulfeto (-SS-) (FRANK et al., 2017) resultante da formagao

de cistina estabiliza a estrutura tridimensional do polimero de alginato modificado.
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Figura 33. llustracdo esquematica da conjugacao alginato-Cys.
Fonte: elaborada pela propria autora.

87



88

2.2.2 Sintese do Alginato-Cloreto de Calcio (alginato-CaCl.)

A sintese de alginato-CaCl2 foi adaptada do Rhim, (2004) com base na
reticulacéo fisica direta. Para preparar uma solugédo polimérica, 75 mg de alginato
foram dissolvidos em 5 mL de agua destilada sob agitagdo continua até completa
solubilizagdo. Em seguida, uma solugdo aquosa de cloreto de calcio a 2% foi
adicionada gradualmente, gota a gota, até a formagao de um hidrogel reticulado. Os
ions de calcio (Ca?") interagem com os grupos carboxilatos na estrutura do alginato,
atuando como pontes que ligam as cadeias poliméricas em uma rede tridimensional.
Esse processo de ligagdo dos ions de célcio as cadeias de alginato resulta na
gelificacdo da solugado, formando um gel (MALEKTAJ; DROZDOV; DECLAVILLE
CHRISTIANSEN, 2023).

2.3. Caracterizacao estrutural e fisico-quimica
2.3.1. Caracterizagao espectroscopica

Para espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), as
amostras secas foram analisadas usando um espectrébmetro FTIR Perkin-Elmer
Spectrum 100 equipado com um dispositivo de diamante de refletancia total atenuado
revestido com cristal de seleneto de zinco. Os espectros estavam na faixa de 600-
4000 cm™, com resolugdo de 4 cm™' apds 16 varreduras de espectro. As saidas
espectrais foram registradas em transmitancia. As medidas de 'H RMN foram
realizadas utilizando um equipamento Bruker 14.1 T, modelo AVANCE lll, equipado
com uma criossonda TCl de 5 mm e uma cabecga de sonda BBI, respectivamente, e a
temperatura foi mantida a 25 °C. As amostras foram dissolvidas em 6xido de deutério
(D20).

2.3.2. Titulagcao condutométrica convencional

A titulagao condutimetrica foi realizada utilizando um condutivimetro (Analyser®
650M). As amostras de alginato e alginato-Cys (0,0045 g/mL) foram homogeneizadas
por 5 minutos a 100 rpm e o pH foi ajustado para 2,5 (medidor de pH (Kasvi®) com
HCI 0,1 M. Em seguida, a solugao polimérica foi mantida sob agitagcdo magnética e
titulado com 20 uL de NaOH 0,1 M. A condutividade foi determinada apds cada adigao
de NaOH, em intervalos de 20 segundos, e os resultados foram utilizados para calcular

os grupos de acido carboxilico nas amostras (Eq. 1).
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X=[C*(v2-v1)] Iw
Equacao 1. Quantificagdo dos grupamentos carboxilicos
Sendo:

C = concentracéo do titulante, W = massa da amostra, V1 e V2 = volumes equivalentes

emL
2.3.3. Analise térmica

As propriedades térmicas foram investigadas por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC) em um equipamento DSC250 da TA Instruments. As amostras de
alginato e alginato-Cys foram condicionadas a 40 °C por 24 horas antes dos testes.
Amostras secas de 6 mg foram colocadas em uma panela de aluminio
hermeticamente selada, e os testes foram executados utilizando como gas de purga
0 nitrogénio (50 mL/min), uma taxa de aquecimento de 10 °C/min de 20 °C a 300 °C.
O comportamento de estabilidade térmica da amostra foi estimado usando analise
termogravimétrica (TGAS55, TA Instruments) a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min
de 25 °C a 600 °C.

2.3.4. Analise Reolégica

Os parametros reolégicos foram determinados em Redmetro Modular
Compacto - MCR 92 (Anton Paar® GmbH, Graz, Austria). Os testes foram realizados
a 25 °C, utilizando uma placa geométrica de 50 mm de didmetro com um espaco de
0,2 mm. Para as analises reoldgicas foram utilizados 600 pL de cada solu¢gao amostra
(alginato, alginato-Cys e alginato-CaClz) a 15 mg/mL. As amostras foram adicionadas
sobre a superficie da placa de leitura, sendo removido o excesso de amostra. Para
determinacdo de viscosidade, foram realizadas medidas na faixa de taxa de
cisalhamento de 1 a 1000 s'. Enquanto os testes de varredura de amplitude foram
realizados a uma frequéncia angular constante de 10 rad. s, com a deformacé&o por

cisalhamento variando de 0,01 a 100 %.
2.3.5. Teste de Reticulagao

As amostras foram secas em estufa a 45 °C até atingirem massa constante. As
amostras secas (0,01 g) de alginato, Alginato-Cys e Alginato-Cloreto de Calcio

(alginato-CaClz2) foram transferidas para um tubo Falcon de 15 mL, foi adicionado 5
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mL de agua destilada, o tubo foi homogeneizado e em seguida, mantido a 30 °C por
24 horas. Apoés esse tempo, as amostras foram centrifugadas (4 min, 1700 x g), o
polimero foi ressuspenso em agua e centrifugado novamente (4 min, 1700 x g). Os
tubos contendo os polimeros foram levados a estufa a 50 °C até secagem total e
massa constante da amostra (massa final). Os resultados representam a média da
analise de trés amostras. A massa total inicial foi considerada 100 %. O calculo da
porcentagem de reticulagdo considerou a massa final em relagdo a massa inicial,

conforme equacéo:
% reticulagcao = (Mr x 100) /M
Mi= Massa inicial, M= Massa final
2.3.6. Degradacgao Hidrolitica

Os testes de degradacgdo hidrolitica foram realizados de acordo com ASTM
F1635-11. O teste foi realizado durante 8 semanas. O hidrolitico a degradagao das
amostras foi realizada em tampéao fosfato salino (pH 7.4 + 0.2). O teste foi realizado
em ftriplicata, inicialmente foi adicionado 0.5 mL de agua destilada em 0.08g de
alginato e de alginato modificado com cisteina, em seguida as amostras foram
moldadas em formato de discos e secas em temperatura ambiente. As amostras de
alginato natural e alginato-Cys foram acondicionadas em tubos de ensaio com 5 mL
de PBS e mantidas em temperatura ambiente. Em diferentes intervalos de tempo (24h,
23 42 62 82 semanas), o polimero foi ressuspendido e as amostras foram secas em
estufa a 60 °C. Adicionalmente, foi monitorada a perda de peso das amostras. O
tempo zero foi configurado como antes de iniciar o teste. Os resultados foram obtidos

por meio de:
AM% = [(Mo — M¢) x 100] /Mo

AM = perda de peso, Mo = massa das amostras antes do teste de degradagao e Ms=

massa das amostras nos diferentes tempos de remogéo.
2.4. Caracterizagao Biologica

2.4.1. Ensaio Microbiolégico

A atividade antibacteriana das amostras de alginato, cisteina e alginato-Cys

foram testadas pelo método de teste Dynamic Shake Flask (ASTM E2149-10) contra
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E. coli e S. aureus. As bactérias foram inoculadas em Agar Nutriente e cultivadas por
18 horas a 37 °C. Os microrganismos foram entao suspensos em solugao estéril de
cloreto de sédio a 0,85 % para atingir uma turbidez equivalente ao padréo McFarland
0,5 (~1,5x 108 UFC. mL™"). Diluigbes adicionais foram realizadas com solugéo estéril
de cloreto de sddio a 0,85 % para atingir uma concentragéo bacteriana de 1x10° UFC.
mL-'. A amostras de alginato, cisteina e alginato-Cys (30 mg) foram autoclavados e
esterilizados. Em seguida, 300 yL da suspensao bacteriana (1x 10% UFC. mL™") foram
adicionados as amostras e incubadas a 37 °C sob agitagdo continua por 18 horas. A
suspensao bacteriana foi diluida (método de diluicdo seriada), 100 pL foram
espalhados na superficie do Agar Nutriente e incubados a 37 °C por 24 horas. O
numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi determinado pela contagem
das colbénias. O controle foi a suspensao bacteriana tratada sem amostras. Todos os

procedimentos foram realizados em condigdes estéreis.
2.4.2. Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi investigada utilizando o método padréo de redugéo de
resazurina, utilizando células de fibroblastos de camundongo L929. A cultura celular
foi mantida a 37 £ 2 °C em atmosfera de 5 % de CO2 até atingir 80-90 % de confluéncia
e depois tripsinizada. A suspenséo celular foi centrifugada por 5 minutos a 1200 x g e
0,1 mL (1 x 10° células) foram semeados em uma placa de 96 pocos e incubados por
24 horas a 37 + 2 °C em atmosfera de 5 % de CO2. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido pelo meio de cultura mais as amostras de alginato, cisteina ou alginato-
Cys (2 mg/mL). O meio de cultura foi utilizado como controle negativo (para garantir o
crescimento celular livre da amostra) e o controle positivo foi utilizado DMSO a 10 %
(vol) no meio de cultura. Apos 24 horas, o meio de cultura foi removido e as células
foram lavadas com PBS. Solugao de resazurina (10 % vol em meio suplementado com
DMEM) foi adicionada a cada po¢o e as microplacas foram incubadas a 37 + 2 °C
durante 4 h e atmosfera de 5 % de CO2. 100 uL de cada amostra foram transferidos
para a microplaca de 96 pocos. A fluorescéncia foi lida em comprimentos de onda de
excitagao de 560 nm e emissao de 590 nm em um leitor de microplacas (CaryEclipse
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). A viabilidade celular foi relatada como
% de viabilidade em comparagcdo com a amostra de controle, utilizando o software

Excel para plotagem. Os resultados sao relatados como valores médios + DP.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacio Espectroscopica FTIR e 'H RMN

Os resultados da espectroscopia FTIR de alginato, cisteina e alginato-Cys sao
mostrados na Figura 34. O alginato exibe bandas de absorgéo tipicas em 3410 cm-,
correspondendo as vibragdes do grupo hidroxila (OH) (PEREIRA et al., 2013), em
1605 e 1410 cm™' atribuido ao C=0 e 1023 cm™' correspondente a vibragio do anel
CO (LIU et al., 2018). O espectro da cisteina apresentou uma banda intensa em 3427
cm™' atribuida ao grupo funcional amina (NH2), uma banda em 2550 cm’
correspondente a vibragdo de estiramento de S-H. O Alginato-Cys apresentou as
bandas tipicas do alginato e da cisteina, como esperado, e as alteragbes no espectro
que indicam o sucesso da reagdo, na regido de 3370 cm™', um intenso estiramento da
hidroxila (TAHA et al., 2005). Particularmente, a nova banda em 1224 cm-" atribuida
a ligacado C-N indicou a reagéo do grupo carboxilico do alginato com o grupo amina
da cisteina. Curiosamente, a banda S-H tipica do alginato ndo foi exibida na linha
alginato-Cys, e uma nova banda em 658 cm™' apareceu, indicando a formagdo da
ligacdo S-S (vibragdes de estiramento & SS) (ANKIREDDY; KIM, 2015, WEI et al.,
2021).
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Figura 34. Espectros FTIR de alginato, cisteina e alginato-Cys.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

Os espectros de "H RMN de alginato, cisteina e alginato-Cys sdo mostrados na
Figura 35. Os espectros de alginato ndo modificado mostram os picos tipicos na faixa
de 3,5 a 4,0 ppm correspondendo aos hidrogénios do anel. O espectro de cisteina
mostra os picos de alta intensidade em 3,1 e 4,2 ppm correspondentes a CHz (b) e CH
(a) aos protons metileno e metino (MAO et al., 2019; DORM et al., 2024). No espectro
do alginato modificado com cisteina, € possivel observar o aparecimento de varios
picos, que ndo estavam presentes no alginato nao modificado, na regido de 2,8 - 4,5
ppm, indicando que ocorreu funcionalizagao na reacao. O novo pico proximo a 3 ppm
pertence aos protons de metileno, e o novo pico localizado a 4,8 ppm € atribuido a
metila. Esse proton do aminoacido esta em um ambiente de alta densidade eletrénica,
pois é adjacente ao grupo NH e é vizinho do SH, o que faz com que esse proton tenha
um deslocamento para baixo campo (MARCANO; SABINO, 2018). Alguns dos sinais
observados no alginato-Cys podem ser atribuidos a possiveis residuos de
acoplamento de EDC e compostos NHS, apesar do processo de purificacdo ao qual o
alginato-Cys foi submetido. Isto pode justificar a presenga de sinais na regiao entre 1-

1,5 ppm.
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FIGURA 35. Espectros de 'H-RMN de alginato, cisteina e alginato-cys em D20.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

3.2. Titulagdo Condutimétrica

A quantidade de grupamentos carboxilicos dos materiais (Alginato e Alginato-
Cys) foi determinada por meio de titulagdo condutimétrica acido/base (Fig. 36). A partir
da andlise grafica € possivel visualizar que na amostra de alginato natural, ha
presenca de COOH, uma vez que na molécula de alginato antes da modificagao
possui em sua estrutura grupamentos carboxilicos (COOH). Ja na amostra de alginato
modificado com a cisteina, ha grupamentos carboxilicos, o que era esperado uma vez
que a etapa de modificagdo do alginato substitui hidroxilas (OH) por grupamentos NH.
No entanto, observa-se uma substituicdo pequena visto que a cisteina também possui
grupamentos carboxilicos em sua estrutura. Para confirmacao da analise grafica, foi
realizado o calculo (Eq. 2) utilizando o volume gasto de titulante (NaOH 0.1M). A partir

desse dado foi possivel determinar a quantidade de COOH que foi substituida por
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grupamentos NH. Foi determinado para o alginato natural e alginato modificado
respectivamente 8,8 mmols/g e 7,7 mmols/g, sendo possivel determinar que o grau
de substituicdo foi aproximadamente de 1,03 mmols/g, correspondendo a uma
substituicdo de 11,70%.

(A) (B)

Conductivity(uS/siecm)
Conductivity (uSsfcm)

/T T T I rrr Tt L B B B R N B L
000 005 010 015 02 02 03 03 040 000 005 010 015 020 025 03 03 040
NaOH volume (mL) NaOH volume (mL)

Figura 36. Resultados titulacdo condutimétrica das amostras de alginato (A) e
alginato-Cys (B).

Fonte: elaborada pela prépria autora.

3.3. Analises Térmicas

A Figura 37-A mostra as curvas termogravimétricas (TGA) do alginato e do
alginato-cisteina. As curvas TG mostram duas fases de decomposicdo e perda de
massa do alginato. Uma perda de massa inicial de 19 % entre 25 e 190 °C, que pode
ser atribuida inicialmente a evaporagdo de agua até 100 °C, consistente com a
natureza higroscopica, e seguida de perda de massa correspondente a quebra de
interacdes mais fracas na estrutura polissacaridica até 190 °C (ELBAYOMI, 2021). A

segunda faixa de perda de 190 a 350 °C representa a principal perda de massa de



96

36%, correspondendo a degradagdo do esqueleto principal do polimero, incluindo
anéis sacarideos e cadeias de macromoléculas, com a temperatura de inicio de
decomposicéo Tonset de 232 °C e a temperatura de pico de degradacéo Tdmax de 242
°C e apresentou 37 % do residuo deixado em 600 °C (AMIRNEJAT; NOSRATI;
JAVANSHIR, 2020).

O Alginato-Cys apresentou uma perda de massa de 4 % até 100 °C devido a
desidratagao, tendo uma menor capacidade de retengao de agua quando comparado
ao alginato. Apresentou degradagao praticamente em uma etapa com Tonset de 182
°C, Tdmax de 221 °C com perda de massa de 71 % e residuo sélido de 23 % a 600 °C.
Embora a temperatura de degradacdo seja ligeiramente inferior a do alginato, a
introducdo de cisteina melhora a estabilidade da cadeia principal do polimero,
resultando num unico passo de decomposicao devido a reticulagio.

As curvas de DSC complementam a caracterizagdo térmica e a figura 37-B
mostra as curvas de aquecimento e confirma os resultados das temperaturas de
transicdo de degradacdo da TGA. O primeiro pico endotérmico que aparece no
alginato centrado a 153 °C pode estar relacionado com a evaporagdo da agua
adsorvida. A intensidade do pico n&o é tao alterada para o Alginato-Cys; no entanto,
€ deslocado para 160,5 °C. O pico exotérmico a 234,7 °C para o Alginato esta
associado a despolimerizacdo, a clivagem térmica dos grupos carboxilatos e a
evolugao do CO2do alginato (SUHAIL et al. 2022). Ambos os termogramas exibiram
um pico exotérmico a 190 °C rapidamente seguido de um sinal endotérmico largo a
aproximadamente 190,6 e 192,8 °C para o Alginato e Alginato-Cys, respetivamente, é
atribuido a degradacao do esqueleto principal do polimero, o que também pode ser

confirmado por meio de TGA.
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Figura 37. Andlise termogravimétrica (A) e curvas de aquecimento DSC (B) para
alginato e alginato-Cys.
Fonte: elaborada pela propria autora.

3.4. Analise Reolégica

No ensaio reoldgico, foram analisadas trés amostras, como é possivel observar
na Figura 38. Além da analise do alginato natural e o alginato modificado com cisteina,
procedeu-se a analise de uma terceira amostra, que consistia em alginato reticulado
com cloreto de calcio. A inclusdo desta amostra no ensaio reoldgico ocorreu devido

ao interesse em compara-la com o alginato modificado com cisteina.
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Figura 38. Amostras de alginato (A), alginato-cys (B) e alginato-CaClz (C).
Fonte: elaborada pela prépria autora.

A viscosidade esta diretamente relacionada as interagdes moleculares; quanto
maiores as interagées moleculares, maior a viscosidade do polimero. Na Figura 39,
observa-se que o alginato tem uma viscosidade relativamente menor em comparagéo
com as amostras reticuladas. Além disso, o alginato-Cys apresentou maior
viscosidade (Fig. 39-B). A viscosidade foi confirmada nos testes reoldgicos. Além da
viscosidade, a amostra reticulada com cisteina também apresentou alteragao de cor
quando comparada ao alginato ndo modificado, que originalmente era amarelado e
apos reticulado com cisteina apresentou coloragédo esbranquigada. O alginato-CaCl2
mantém sua cor amarelada porque as reticulagdes de Ca?* (ou seja, reticulagdo nio

covalente) ndo alteraram a estrutura quimica das cadeias de alginato (LIU et al., 2022).
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Figura 39. alginato (A), alginato-cisteina (B) e alginato-CaClz (C).
Fonte: elaborada pela propria autora.

A reologia estuda o comportamento de fluxo e deformagdo de materiais
complexos, como solugdes poliméricas, quando submetidos a forgas de cisalhamento
ou tensao. Isto inclui compreender como estes materiais respondem quando sujeitos
a diferentes taxas de deformagao ou tensdo, bem como como as suas propriedades
mudam sob diferentes condigdes, tais como temperatura e concentracdo. A analise
reoldgica permite determinar as propriedades viscoelasticas, como viscosidade e
elasticidade (LIU et al., 2018).

As propriedades viscoelasticas das amostras em estudo foram investigadas no
redbmetro. A Figura 40-A mostra o comportamento das amostras em diferentes taxas
de cisalhamento e explora a influéncia da reticulagao na viscosidade dos polimeros.
O alginato ndo modificado apresentou menor viscosidade quando comparado aos
reticulados. Alginato-Cys apresentou a maior viscosidade. As trés amostras
apresentaram comportamento pseudoplastico, ou seja, a medida que a taxa de
cisalhamento aumentou, a viscosidade diminuiu relativamente (ESKENS; VILLANI,
AMIN, 2020), provavelmente devido a quebra estrutural das ligagbes fracas internas
dos polimeros, o que contribuiu para a diminuigao da viscosidade. A curva de relagao
entre a tenséo de cisalhamento do sistema de gel e a taxa de cisalhamento é mostrada

na Figura 40-B, mostrando que com o aumento gradual da taxa de cisalhamento, a
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tensdo de cisalhamento do sistema de gel aumenta continuamente. Essa
caracteristica é observada em todas as amostras analisadas.

A Figura 40-C mostra que G' do alginato é instavel. O alginato-CaCl2 e o
alginato-Cys séo estaveis a longo prazo. Ao analisar os médulos de armazenamento
e perda, percebe-se que o alginato possui caracteristicas de liquidos viscoelasticos,
pois apresentou um G" maior que G', indicando um maddulo viscoso maior que o
modulo elastico, a razao para isso € que o alginato é constituido por moléculas livres
e nédo reticuladas. As amostras de alginato-CaClz2 e alginato-Cys apresentam o
comportamento tipico de polimeros reticulados, onde G' € maior que G", indicando
que possuem modulo de elasticidade superior ao modulo viscoso. Isto se deve as
ligacdes quimicas dentro do material; esses polimeros sao considerados polimeros
viscoelasticos solidos (ERRAMREDDY; GHOSH, 2014).

Ensaios de varredura de frequéncia foram realizados para determinar as
propriedades mecanicas de materiais viscoelasticos, analisando o médulo G'
correspondente ao moédulo de armazenamento e o médulo de perda G". A analise da
combinagdo de G' e G" fornece dados sobre o comportamento dos hidrogéis em
termos de comportamento newtoniano, comportamento viscoelastico e transigao
solido-gel (PUTRI et al., 2023). Assim, de acordo com a Figura 40-D, o alginato
apresentou um G" maior que G', indicando comportamento semelhante a gel. Por
outro lado, o alginato-Cys e o alginato reticulado com cloreto de calcio apresentaram

G’ maior que G”, indicando seu solido comportamento.
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Figura 40. Resultados reolégicos das amostras de alginato, alginato-Cys e alginato-
CaClz.Viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento (A), curva de fluxo de tensao
de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (B), mdédulo de armazenamento e
modulo de perda em fungdo da deformagdo de cisalhamento (C), médulo de

armazenamento e médulo de perda em fungao da frequéncia angular (D).
Fonte: elaborada pela prépria autora.
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3.5. Teste de Reticulagao

As Figuras 41-A e 41-B evidenciam a reticulacdo dos materiais analisados, o
que denota a formacdo da estrutura em rede, tipica de polimeros reticulados
(FUNDARO et al., 2022). A Figura 41-C mostra o tubo vazio, indicando que o alginato
nao reticulado foi solubilizado no teste. As amostras foram secas em estufa com
temperatura controlada a 50 °C até atingirem uma massa estavel e utilizadas para
calcular o teor de reticulagdo. A amostra de alginato n&o apresentou evidéncias de
reticulagéo, indicando falta de estrutura de rede. O alginato-CaCl: atingiu um teor de
reticulacdo de cerca de 71,4 %, como esperado, uma vez que o CaCl2 é o método
classico para reticulagdo do alginato. Alginato-Cys exibiu um teor notavel de
reticulagcdo, cerca de 79,1 %. Este resultado sugere que os grupos tiol

desempenharam um papel crucial na promog¢ao da formagao da estrutura reticulada

por meio da formagao de pontes dissulfeto (S-S).

Figura 41. Alginato-Cys (A), alginato-CaCl2 (B) e Alginato (C).
Fonte: elaborada pela propria autora.

3.6. Degradacao Hidrolitica

A Figura 42 mostra os resultados detalhados do teste de degradacé&o das
amostras de alginato e alginato-Cys durante um periodo de 24 h, 15, 30, 45 e 60 dias.
Esta analise revela a dinamica de degradacéao do alginato nao reticulado e reticulado,
proporcionando uma compreensao abrangente da estabilidade destes polimeros. Ao
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avaliar o comportamento das amostras ao longo de 24 h, verificou-se que o alginato
natural apresentou uma degradacao de 6,23 %, indicando uma taxa relativamente
baixa de perda de massa. Esta baixa cinética de perda de massa pode estar associada
a lenta taxa de absorgéo de agua e inchago pelo alginato. O alginato-Cys apresentou
maior perda de massa, cerca de 26,48 %, 0 que nao era esperado, uma vez que
polimeros reticulados tendem a se degradar mais lentamente do que polimeros nao
reticulados (KONG et al., 2004). No entanto, esse resultado foi encontrado apenas
nas primeiras 24 h. Este resultado indicou que o alginato n&o reticulado foi
rapidamente solubilizado e a massa seca medida corresponde a contraparte
reticulada.

Apéds 15 dias, a degradagao do alginato natural aumentou para 65,76 %, e o
alginato-Cys atingiu um teor relativamente inferior de 36,3 %. Este aumento
substancial destaca a diferenga significativa na estabilidade do polimero nao
reticulado e reticulado durante um periodo relativamente curto. Aos 30, 45 e 60 dias,
a degradacao aumentou gradativamente para ambos os tipos de alginato. O alginato
nao modificado apresentou taxas de degradagéao crescentes, atingindo 97,37 %, 98,88
% e 99,83 % aos 30, 45 e 60 dias, respectivamente. Em contrapartida, o alginato-Cys
também registou um aumento gradual da degradagao, atingindo 40,1%, 41,54% e
43,13 % nos mesmos periodos, revelando uma taxa de degradacgédo relativamente
mais estavel em comparagédo com o alginato natural. Estes resultados fornecem uma
visdo abrangente da degradagdo do alginato e do alginato-Cys, destacando a
influéncia da modificacao quimica (reticulagao) na estabilidade e taxa de degradacao
destes biomateriais (MAITRA; SHUKLA,, 2014; FUNDARO et al., 2022).
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Figura 42. Resultado teste de degradacao das amostras de alginato e alginato-

cisteina ao longo do periodo de estudo.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

3.7. Teste Microbiolégico

Este teste avaliou a resposta do alginato, cisteina e alginato-Cys no
crescimento bacteriano (Figura- 43). Pode-se observar que o alginato-Cys apresentou
atividade inibitéria significativa no crescimento de S. aureus (Gram positivo),
resultando na inibicdo completa do crescimento bacteriano. Por outro lado, o
conjugado alginato-Cys nao apresentou atividade contra E coli (Gram negativo). Esse
achado corrobora com trabalho anterior em que a celulose modificada com cisteina
apresentou maior inibicao contra S. aureus do que K. pneumoniae (CALDEIRA et al.,
2013). Isto sugere que o conjugado Alginato-Cys tem maior atividade contra bactérias
Gran positivas.

As bactérias Gram-positivas sdo geralmente mais sensiveis aos
antimicrobianos do que as bactérias Gram-negativas devido a estrutura da parede
celular desses microrganismos. Normalmente, a parede celular das bactérias Gram-
negativas é mais complexa, o que resulta em maior resisténcia desses organismos
aos compostos antimicrobianos (LIU et al., 2019). Neste contexto, um estudo que
investigou a atividade microbiana do revestimento a base de alginato de sédio com L-

cisteina e acido citrico em raizes de I6tus recém-cortadas descobriu que o numero
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total de Pseudomonas, Erwinia e Bacteroidetes nao classificadas foi
significativamente reduzido, prolongando assim a vida util das fatias de 16tus (GOUDA
et al., 2021). Estas descobertas enfatizam a importancia das modificacées quimicas,
especificamente com a cisteina, na melhoria das propriedades inibitérias do alginato

para o crescimento de bactérias patogénicas.
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Figura 43. Ensaio microbioldgico E. coli e S. aureus.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

3.8. Teste de citotoxicidade celular

O teste de citotoxicidade in vitro foi realizado utilizando o método baseado em
resazurina. Em resumo, o método foi desenvolvido para determinar,
espectrofotometricamente ou fluorometricamente, o numero de células em fungao da
atividade metabodlica utilizando o corante resazurina (Figura- 44 e 45). A
metabolizacdo da resazurina por células vivas gera a resorufina fluorescente, que é
utilizada para estimar a viabilidade celular por meio da medi¢cdo da intensidade da
fluorescéncia. De acordo com a norma, uma reducao de mais de 30% na viabilidade
celular é considerada como tendo efeito citotoxico, sendo necessaria uma viabilidade
270% (DORM et al., 2022; MCMILLIAN et al., 2002) ISO 10993-5 (ANTUNES et al.,
2022).
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A determinacgio da viabilidade celular € uma etapa fundamental na avaliacédo
de novos materiais, especialmente aqueles destinados a aplicagées biomédicas. Este
parametro essencial visa avaliar qualquer efeito adverso que os materiais possam ter
sobre as células. Para garantir a segurancga e a eficacia de um novo material em um
ambiente fisiologico, é crucial que ele ndo seja tdxico para as células. Portanto, esta
analise permite determinar se o material é seguro para uso em aplicagées bioldgicas,
garantindo que nao cause danos as células (DORM et al., 2024).

Os resultados dos testes de citotoxicidade para alginato e alginato-Cys sao
mostrados na Figura 44, e os resultados para cisteina em diferentes concentracoes,
na Figura 45. Nenhum efeito citotoxico foi encontrado para nenhuma das amostras
testadas, uma vez que a viabilidade celular foi alta (=70%), mesmo na concentragao
maxima da amostra de cisteina. Isso indica que o conjugado alginato-Cys pode ser

usado com seguranca em meios fisiologicos.
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Figura 44. Resultados da viabilidade celular do Alginato e Alginato-Cys.
Fonte: elaborada pela propria autora.
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Figura 45. Resultados da viabilidade celular da Cisteina em diferentes

concentracgdes.
Fonte: elaborada pela propria autora.

4. CONCLUSAO

Neste estudo mostramos uma aplicabilidade inexplorada do novo bioconjugado
alginato-Cys, a sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Os resultados da
caracterizagcado quimica indicaram o sucesso da reag¢ao, conforme demonstrado por
FTIR e 'TH-RMN, analise térmica e reologia. Os resultados desta pesquisa demonstram
o grande potencial deste novo biomaterial para uso em aplicagbes biomédicas. Ao
investigar a sua atividade antimicrobiana, avaliamos a sua eficacia antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o que é crucial para o
desenvolvimento de curativos e outros dispositivos médicos destinados a prevengao

de infecgoes.
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