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RESUMO

A busca por novos materiais derivados de biopolimeros tem recebido cada vez mais
atencdo devido a sua potencial aplicabilidade em diversos setores, incluindo a area
biomédica. Apesar das muitas vantagens, os biopolimeros ainda encontram pouca
aplicacdo na éarea biomédica devido, dentre outras, as limitadas propriedades
mecanicas e a rapida biodegradabilidade em condi¢@es fisiolégicas, como o caso do
amido, por exemplo. O amido € um polimero de fonte natural renovavel, de alta
disponibilidade, alta biocompatibilidade e biodegradabilidade, solubilidade em meio
aguoso e baixo custo. A presenca de hidroxilas na sua estrutura permite sua
modificacdo quimica e reticulacdo das cadeias poliméricas que pode levar a
diminuicdo de sua velocidade de degradacdo para que este permaneca por um
periodo adequado no organismo, podendo ser utilizado futuramente para entrega
controlada de células e para o aumento da permanéncia das células em locais de
lesdo. O projeto de pesquisa, trata-se de desenvolver um hidrogel a base de amido
de milho modificado e reticulado por reacdo de Diels-Alder visando carreamento e
liberacdo de células. Para isso, o amido foi gelatinizado, oxidado, esterificado e
reticulado. Estas modificacdes foram comprovadas através de microscopia Optica
(MO), eletroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), titulacdo
condutimétrica e ressonancia magnética nuclear de protons (RNM-1H). A viabilidade
celular das amostras de amido (natural, oxidado, esterificado e reticulado) e dos
reagentes, foi determinada utilizado o método MTT. Através do FTIR é possivel
observar que na amostra de amido controle, ndo ha aparecimento das bandas de 1600
e 1420 cm correspondentes aos grupamentos C=0; ja na amostra de amido oxidado
houve o aparecimento destas e, na amostra de amido esterificado houve diminui¢ao
dessas bandas e, além disso, o aparecimento em 885 cm da banda correspondente
aos anéis furanicos, sendo sugestivo da substituicdo esterificacdo com furano. Para
isso, determinou-se quantitativamente através da titulagdo condutimétrica que o grau
de substituicdo foi aproximadamente de 13%. Confirmou-se o resultado através do
RNM-1H, em que foi possivel visualizar grupamentos furanicos na amostra de amido
esterificado. Além disso, a reticulacdo do material teve éxito apds a analise visual, em
que houve a formacéo do hidrogel. Sugere-se que as modificacdes do amido e a
reticulacdo por DA foram realizadas com sucesso. Os testes de viabilidade celular

indicaram que as amostras apresentaram-se atoxicas em todas as etapas da



modificacdo do material (oxidacdo, esterificacdo e reticulacdo) e em todas
concentracbes testadas. Conclui-se assim que o biomaterial desenvolvido se
demonstrou promissor para aplicagfes potenciais na &rea da saude, por exemplo, na

medicina regenerativa.

Palavras-chave: Amido modificado. Click chemistry. Biopolimero. Biomaterial.

Derivados furanicos. Bismaleimida.



ABSTRACT

The search for new materials derived from biopolymers has received increasing
attention due to its potential applicability in several sectors, including the biomedical
area. Despite the many advantages, biopolymers still find little application in the
biomedical area due, among others, to the limited mechanical properties and the rapid
biodegradability under physiological conditions, which is the case of starch, for
example. Starch is a polymer from a renewable natural source, with high availability,
high biocompatibility and biodegradability, solubility in aqueous medium and low cost.
The presence of hydroxyls in its structure allows its chemical modification and
crosslinking of the polymeric chains, which can lead to a decrease in its degradation
speed so that it remains for an adequate period in the body, and can be used in the
future for controlled delivery of cells and for the increase the permanence of the cells
in injury sites. The research project is about developing a hydrogel based on corn
starch modified and cross-linked by Diels-Amieiro reaction to the carrying and
releasing of cells. For this, the starch was gelatinized, oxidized, esterified and cross-
linked. These modifications were confirmed by optical microscopy (MO), Fourier
transform infrared electroscopy (FTIR), conductivity measurement and proton nuclear
magnetic resonance (RNM-1H). The cell viability of the starch samples (natural,
oxidized, esterified and cross-linked) and the reagents was determined using the MTT
method. Through the FTIR it is possible to observe that in the control starch sample,
there is no appearance of the 1600 and 1420 cm* bands corresponding to the C = O
groups; in the oxidized starch sample they appeared, and in the esterified starch
sample there was a decrease in these bands and, in addition, the appearance in 885
cm? of the band corresponding to the furan rings, suggesting the substitution of COOH
in furan. For this, it was quantitatively determined through conductometric titration that
the degree of substitution was approximately 13%. And the result was confirmed by
the RNM-1H, in which it was possible to visualize furanic groups in the esterified starch
sample. In addition, the crosslinking of the material was successful after the visual
analysis, in which the hydrogel was formed. And it is suggested that the starch
modifications and DA cross-linking were successfully carried out. Cell viability tests
showed that in all stages of material modification (oxidation, esterification and

crosslinking) and in all concentrations tested, the samples were viable. It is concluded



that the biomaterial developed was shown to be promising for potential applications in

the health area, for example, in regenerative medicine.

Keywords: Modified starch. Click chemistry. Biopolymer. Biomaterial. Furan
derivatives. Bismaleimide.
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1 INTRODUCAO

A busca por novos conhecimentos biotecnoldgicos na melhoria da saude
mundial representa relevancia cientifica e € destaque nos principais jornais cientificos
na esfera mundial. Espera-se que a partir dos conhecimentos atualmente publicados
como resultados de pesquisa permitam ao longo dos anos alcancarmos diversas
melhorias para tratamento de doencgas. Existem diversos materiais no mercado sendo
eles autdlogos, homodlogos, heterélogos e aloplasticos. Os autdlogos sao materiais
obtidos de tecidos do préprio individuo e apresentam desvantagens por ser uma
técnica associada a morbidade, gerar dor, perda de funcdo temporaria, limitada
quantidade de material disponivel e por precisar gerar uma area cirurgica adicional
(invasivo). J& os materiais homologos séo obtidos normalmente de banco de 0ssos
humanos, mas apresentam risco de rejeicfes. Os heterélogos sédo obtidos de outras
espécies animais e possuem desvantagem por terem ainda mais diferencas
antigénicas do que os materiais homoélogos. Atualmente s&o utilizados em
odontologia, sem aplicagcdes em outros tecidos que exigem maior volume de enxerto.
Os materiais aloplasticos sdo de origem natural ou sintética e quando degradaveis,
sdo preferidos para a medicina regenerativa por evitarem a invasividade de uma
segunda cirurgia para sua remocao.

No que se refere a materiais utilizados para liberacao de células para reparo
tecidual, existem diversos descritos na literatura, como por exemplo, o alginato, o PLA,
colageno, acido hialurénico e fibrina. O importante desafio quando se desenvolve um
material visando aplicacdo bioldgica para carreamento de células, por exemplo, &
garantir que células permanecam viaveis em seu interior, isto €, sejam liberadas vivas
nos tecidos alvos. Além disso, devem ser degradaveis no organismo com o passar do
tempo, devem ser atoxicos e biocompativeis. Entretanto, dificilmente os materiais
existentes apresentam todas essas caracteristicas, gerando uma demanda pela busca
e estudo das propriedades de novos materiais para este fim. Hidrogéis séo polimeros
hidratados e reticulados, que podem ser utilizados na medicina regenerativa como
biomateriais para entrega controlada de moléculas, encapsulamento e carreamento
de células, visando regeneragdo tecidual. Diversos materiais sdo utilizados na
medicina regenerativa com este objetivo, sendo representados principalmente por
polimeros. Apesar das muitas vantagens que apresentam, varios biopolimeros ainda

encontram pouca aplicacdo na area biomédica devido, dentre outras, as limitadas
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propriedades mecanicas e a rapida biodegradabilidade em condi¢6es fisioldgicas, que
€ 0 caso do amido, por exemplo. O amido € um polimero de fonte natural renovavel,
de alta disponibilidade, apresenta alta biocompatibilidade e biodegradabilidade,
solubilidade em meio aquoso e baixo custo. Na tentativa de contornar os problemas
relacionados a rapida biodegradacéao e baixa resisténcia mecéanica do amido, este
projeto trata especificamente da aplicacdo da reacao click de DA para a reticulacao
do mesmo, visando a obtencéo de hidrogéis a base de amido de milho mecanicamente
autossustentéveis para liberacdo de células.

A presenca de grupos funcionas hidroxila na estrutura do amido permitem sua
modificacdo quimica. Uma das maneiras de melhorar as propriedades mecanicas de
polimeros é, de forma geral, através da reticulacdo (crosslinking) das cadeias
poliméricas,0 que também pode levar a uma diminuicdo de sua velocidade de
degradacdo para que este permaneca por um periodo de tempo adequado no
organismo.

Para que seja possivel a reticulagdo do amido por reacdes de DA é necessario
que em sua estrutura haja a presenca de grupamentos especificos, no caso desta
proposta, os grupamentos furano. Para a inser¢cao dos grupamentos furano o amido
sera oxidado (utilizando-se reagente TEMPO), o que leva a formacéo de grupamentos
carboxila em sua estrutura. Estes grupamentos serdo entdo acoplados aos
grupamentos furano deixando o grupamento exposto (pendente) na estrutura,
passivel de reacdo. O método a ser utilizado é descrito detalhadamente na
metodologia do trabalho. As moléculas de amido substituido com grupamentos
furanos serao reticuladas através da introducdo de um agente reticulante, no caso do

presente trabalho, uma bismaleimida sob sistema de aquecimento (36/40°C).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas formadas pelas ligacdes quimicas entre 0s
mondmeros. Os polimeros sintéticos tém sido utilizados ha anos para substituicéo de
funcdo mecénica dos tecidos, como dentes, 0ssos e articulagdes, porém, seu uso é
limitado devido alguns polimeros apresentarem baixa biocompatibilidade e
biodegradacdo no organismo (Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013). Entre os polimeros
sintéticos mais utilizados podemos citar o polietileno glicol (PEG), poliestireno (PS),
polipropileno (PP), poliélcool vinilico (PVA), metacrilato de polihidroxietil (PHEMA),
polialcool vinilico (PVA), policloreto de vinila (PVC), poliacrinonitrila entre outros
(Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013).

Ja os polimeros de fontes naturais e seus derivados, possuem diversas
aplicagbes e vantagens significativas em diferentes campos de estudo. Entre esses
polimeros naturais, podemos citar como exemplo o &cido hialurdénico (Nimmo, Owen
e Shoichet, 2011), polihidroxialcanoatos (PHA) (Brito et al., 2011), quitosana, alginato,
heparina, fibrina, acido desoxirribonucleico (DNA), celulose (algodéo, papel, viscose,
celulose bacteriana, carboximetilcelulose (CMC)), colageno, gelatina, sulfato de
condroitina, agarose, dextrano, &, seda e um dos mais abundantes, o amido (batata,
mandioca, arroz, trigo, aveia e milho) (Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013)(Brito et al., 2011).

2.2.Amido de milho

O amido é utilizado h& décadas na industria de embalagens, alimentos e
farmacéutica. Seu campo de aplicagdo € crescente devido suas propriedades, tais
como biocompatibilidade, biodegradabilidade (Singh, Nath e Singh, 2010) e devido
suas inimeras vantagens, como possuir baixo custo, ser de origem natural, atoxico e
possuir estrutura que permite modificacdes quimicas. Além da aplicabilidade
tradicional (alimentacgéo), ele também pode ser usado para diversos outros fins, como
por exemplo para engenharia de tecidos, carreamento de medicamentos e/ou células,
cicatrizacao de feridas e modificacdo quimica (Rajan, Sudha e Abraham, 2008).

Na area da saude, o amido é amplamente utilizado como ingrediente primordial

no desenvolvimento de comprimidos e capsulas, implantes subcutaneos e matriz para
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sistemas de liberacdo de medicamentos (Mano, Koniarova e Reis, 2003). Além disso,
seu carater hidrofilico, permitem seu uso no corpo humano e animal, como scaffolds
e outros dispositivos (Rajan, Sudha e Abraham, 2008). As propriedades dos materiais
a base de amido permitem controlar a porosidade, o tamanho dos poros, a morfologia
dos poros e a forma dos scaffolds, gerando ambientes adequados para varios tipos
de células crescerem, aderirem e proliferarem (Gomes et al., 2006). Testes in vitro
que vem sendo feito, mostram alta biocompatibilidade de polimeros a base de amido
com osteoblastos e células endoteliais, demonstrados por testes de citotoxicidade,
proliferacéo celular e adeséao celular (Ghanaati et al., 2011; Gomes et al., 2006; Santos
et al., 2010), sendo assim, um material potencial para a preparacdo de biomateriais
para uso interno visando aplicacdo em medicina regenerativa.

Diante disso, diversos produtos a base de amido natural foram desenvolvidos
para aplicacdo na medicina regenerativa e engenharia de tecidos, sendo utilizados
para diversas atividades de bioengenharia, incluindo cartilagem, medula espinhal,
pele e engenharia de tecidos das cordas vocais (Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013). Além
disso, o amido pode ser aplicado também na administracdo de medicamentos e
cicatrizacdo de feridas (Mano, Koniarova e Reis, 2003). O uso de polimeros
bioabsorviveis para esse fim, tem crescido constantemente, principalmente porque
ap0s a cicatrizacdo tecidual o implante ndo precisa ser removido evitando
procedimentos cirargicos que se fazem necessarios quando materiais nao
reabsorviveis sdo usados para cicatrizacao de tecidos. Devido a essa degradacéo e
reabsorcdo, o amido fornece uma alternativa interessante no reparo e substituicao de
tecidos. Entretanto, dependendo da aplicacéo, a rapida degradacdo que o amido
apresenta nas condi¢cdes corporais representa uma desvantagem, no entanto, pode
ser minimizada através de modificagfes quimicas (reticulagdes) (Carvalho et al.,
2003).

Essas modificagBes quimicas no amido ocorrem, devido a molécula de amido
possuir grupos hidroxila nas estruturas da cadeia, que se tornam acessiveis aos
reagentes eletroliticos (Rajan, Sudha e Abraham, 2008). Quimicamente, o amido é
formado por dois principais componentes macromoleculares, amilose e amilopectina.
A amilose é uma macromolécula linear predominantemente a-(1—4)-d-glucopiranosil
linear. A amilopectina € uma macromolécula altamente ramificada e de alto peso

molecular composta principalmente de unidades a-(1—4)-d-glucopiranose, com a-



19
(1—6) ligagcdes a intervalos de aproximadamente 20 unidades (Fig. 1) (Carvalho,
2008).

Figura 1 — Estrutura quimica do amido

[ AMILOPECTINA |

' b b QLA
Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A — Estrutura quimica amilose; B — Estrutura quimica amilopectina.
Diante disso, o amido modificado torna-se certamente um material muito

A

versétil para uso potencial na tecnologia de polimeros, sendo capaz de gerar uma

ampla gama de materiais com propriedades interessantes.

2.3.Gelatinizagéo e retrogradagéo do amido

Os grédos de amido em contato com agua fria incham de 10-20%, devido a
difusé@o e absorcdo de 4gua nas regibes amorfas, mas este inchamento é um processo
reversivel com a secagem. Ja quando os grdos sao aquecidos em agua a
temperaturas maiores e atingem um ponto em que graos apresentam um fenémeno
irreversivel, pois perdem a ordem estrutural devido a fusdo dos cristais levando a um
aumento na viscosidade da amostra. Os processos de ruptura da estrutura granular,
o inchamento, a hidratacédo e solubilizacdo das moléculas de amido, caracterizam o
processo de gelatinizacdo ou gelatinizacdo (Storpirtis, 2006). Além disso, outra

caracteristica importante desse processo € a temperatura 6tima de gelatinizagéo (Fig.
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3). Cada fonte de amido possui uma temperatura de gelatinizacéo diferente, sendo
gue a das raizes e tubérculos, apresentam temperatura de gelatinizacdo menor, como
por exemplo a temperatura de gelatinizacdo da batata & de 58-65°C, mandioca 52-
65°C e a de amidos de cereais, como milho 62-80°C e trigo 59-85°C (Motarjemi e
Lelieveld, 2014). Esse aquecimento do amido em agua promove a ruptura das
ligacbes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas (Motarjemi e Lelieveld, 2014),

expondo assim as macromoléculas, tais como as hidroxilas (OH) (Fig. 2).

Figura 2 — Gelatinizacdo do amido
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 3 — Etapas processo de gelatinizagdo do amido
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Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Food Ingredients Brasil, 2015, p. 44.

Outra etapa que ocorre durante o processo de gelatinizacdo do amido é a
retrogradacdo, esse processo se da devido a reducdo de temperatura durante o
resfriamento do gel e resultando na reaproximacdo das moléculas, ocorrendo
formacao de ligac6es de hidrogénio intermoleculares e a liberagdo da 4gua existente
entre as moléculas (sinérese). Esse processo ocorre na maioria das vezes em amidos
com altos teores de amilose, resultando na contracdo, aumento da firmeza e aumento
da opacidade do gel (CEREDA et al., 2002; Food Ingredients Brasil, 2015).

Apbs a finalizac&o do processo de gelatinizagdo do amido, as macromoléculas
e hidroxilas ficam expostas, sendo possivel a ocorréncia de reacdes e modificacdes

qguimicas na molécula.
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2.4. Modificagbes no amido

Os amidos naturais (nativos) vém sendo utilizados por tempos como
componentes de diferentes produtos, como por exemplo na industria alimenticia,
industria de papel, de embalagens entre outros, porém sua aplicacdo se torna limitada
em funcéo das condi¢cdes de processamento, como temperatura e pH, que restringem
sua aplicacdo em escala industrial. Para solucionar tais limitagbes sao necessarias
modificacbes no amido, podendo ser elas modificagbes enzimaticas, fisicas ou
qguimicas (Exam. Anal. Starch Starch Prod., 1976). Essas modificacbes podem ser
realizadas por reacdes de oxidacdo, esterificacdo e reticulacdo (Food Ingredients
Brasil, 2015).

2.4.1. Reacéo de oxidacao

Os amidos podem ser oxidados com diferentes métodos e reagentes, tais como
o hipoclorito de sddio, hipoclorito de célcio, o persulfato de amdnio, 0 permanganato
de potassio, o peréxido de hidrogénio, o acido peracético, o cloridrato de sodio e os
perboratos e acidos hipocldricos. Para que a reacdo ocorra € necessario quantidades
especificas de reagente, em pH e temperatura controladas (Kuakpetoon e Wang,
2001; Sumerly et al., 2003). A reacéo de oxidagc&o ocorre quando os grupos hidroxila
da molécula de amido sao oxidados em grupos carbonila e, posteriormente, a grupos
carboxila. O numero de grupos carbonila e carboxila indicam o grau de oxidacao do
amido, sendo que esses grupos sdo originados nas hidroxilas dos carbonos nas
posicdes dois, trés e seis. A reacao de oxidacdo do amido é acompanhada de quebra
de ligacdes glicosidicas, com parcial despolimerizacdo do amido (WURZBURG,
1986). Uma das técnicas de oxidacdo é com a utilizacdo do reagente TEMPO,
hipoclorito de sddio (NaClO) e brometo de sédio (NaBr).

Um dos métodos de oxidacao atualmente muito utilizado tanto em processos
industriais como académicos € com a utilizacdo do reagente TEMPO (Fig. 4), que tem
como vantagem ser capaz de oxidar alcoois primarios e secundarios em condi¢cfes
brandas, seletivas e com tempo reacional reduzido, sendo utilizado em quantidades
cataliticas e podendo ser empregado em presenca de sensiveis grupos funcionais.
Outra vantagem significativa na utilizagdo do TEMPO como reagente de oxidacéo, é

a sua nao reatividade em presenca de ar, umidade ou luz podendo ent&o ser estocado
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e utilizado sem condi¢cdes especiais, 0 que representa vantagem sobre um grande
namero de reagentes de oxidacdo (Souza, 2004). Diante do exposto o reagente
TEMPO foi escolhido para ser utilizado na reacéo de oxidacéo do presente trabalho
de pesquisa.

Figura 4 — Estrutura quimica reagente TEMPO

Fonte: Souza, 2004, p. 1.

O mecanismo de acao da reacao de oxidacao via reagente TEMPO em celulose
ou amido, por exemplo, ocorre em meio aquoso. O reagente TEMPO atua na oxidagéo
regiosseletiva dos alcoois primarios em aldeidos que em seguida o oxida em acido
carboxilico ou ions carboxilatos. O reagente hipoclorito de s6dio atua na reacdo como
ativador do reagente TEMPO em sal oxoamdnio que é um oxidante primario da
hidroxila, gerando aldeido e posterior caboxilato. O reagente brometo de sodio atua
como catalisador e re-oxidante da hidroxilamina em ion oxoaménico e em meio
alcalino (pH 10-11) resulta na reacao regiosseletiva do grupamento aldeido
posicionado no carbono C-6, gerando grupamento de &cido carboxilico (Fig. 5)
(Montiel-Herrera et al., 2015).

Diversos estudos demonstram a reacao de oxidacao através do TEMPO em
fibras de celulose e em amido. O principio basico dessa técnica consiste em oxidar-
se de forma altamente seletiva o carbono 6 dos grupos hidroxilos primarios em meio
aquoso introduzindo grupos funcionais carboxilicos e grupos aldeidos com carga
iGnica, criando repulsGes eletroestaticas fortes entre as fibrilas, levando a que se
separem (Pierre et al., 2017). Os grupos aldeidos sdo completamente oxidados em

grupos carboxilicos (Fig. 6).



Figura 5 — Reacédo de oxidacao da celulose com reagente TEMPO
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Fonte: (Isogai, Saito e Fukuzumi, 2011; Pierre et al., 2017).
Figura 6 — Oxidacdo do amido com NaBr, TEMPO, NaOCl e NaOH
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Fonte: Elaborada pela autora.
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2.4.2. Esterificacao

A esterificacdo de Fisher € uma reacdo de condensacéo usada para sintese de
ésteres, ocorre quando um &cido carboxilico reage com um alcool na presenga de um
catalisador &cido mineral produzindo como subproduto éster e agua, 0 mecanismo de
acao geral dessa reacao esté ilustrada abaixo (Fig. 7) (Costa et al., 2004). Os acidos
minerais geralmente utilizados como catalisadores nas reagfes de esterificacdo sao
0 acido sulftrico (H2S0a4), &cido fluoridrico (HF), acido fosférico (HsPOa4) e o &cido
cloridrico (HCI).

Figura 7 — Mecanismo acéao geral da esterificacao

0O H*
R OH A R O/
Acido carboxilico Alcool Ester Agua

Fonte: Adaptado de Moraes Calvalcante et al., 2015, p. 321.

A esterificacdo de Emil Fischer € uma reacdo de substituicdo nucleofilica
catalisada por &acido mineral, envolvendo um &cido carboxilico e um alcool. Seu
mecanismo de acdo se da pela reacdo em que o acido mineral (como por exemplo
acido bdrico (HsBOs), acido cloridrico (HCI), &cido nitrico (HNOs) e &cido
sulfarico(H2S04)) protona o &tomo de oxigénio do grupo carbonila, a partir disso, o
acido carboxilico protonado se torna mais reativo ao ataque nucleofilico do alcool
gerando um intermediario tetraédrico. Posteriormente, um segundo intermediario
tetraédrico é gerado a partir da transferéncia de um préton de um oxigénio para outro
e converte o grupo OH em um bom grupo de saida. Através da perda de um proton,
ocorre a regeneracao do catalisador acido, originando éster e agua (Fig. 8) (Costa et
al., 2003; (Moraes Calvalcante et al., 2015).
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Figura 8 — Mecanismo acao esterificacdo de Fischer
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Fonte: Adaptado de Moraes Calvalcante et al., 2015, p. 322.

R

Uma reacdo de esterificacdo classica amplamente utilizada é com o uso do
acido citrico, utilizada na reacdo de reticulacdo com moléculas bioativas proveniente
da biomassa de amido, fibras de celulose ou milho. Diversos estudos descrevem a
sintese de poliésteres biodegradaveis tendo o &cido citrico como base, porém todos
eles ttm como desvantagem o uso de catalizadores metalicos, o que pode significar
riscos para o uso biolégico e a importancia do estudo de novos materiais (Noordover
et al., 2007). Além disso, na esterificacdo com acido citrico ja ocorre na mesma etapa
a reticulacao irreversivel do material, ndo sendo possivel controlar o aumento da
viscosidade apenas quando ha a insercdo de agentes reticulantes. No presente
trabalho buscou-se um material que ndo apresentasse tais limitacdes.

Para isso, o0 amido oxidado (com grupamentos carboxilicos em sua estrutura)
foi esterificado com 4alcool furfurilico, que possui grupamentos furanos em sua
estrutura que foram acoplados a molécula de amido modificado (Fig. 9). ApOs essa
reacdo 0s grupamentos furanos ficaram expostos e passiveis de reacdes quimicas,

como por exemplo, reacdes de reticulacéo.



27

Figura 9 — Reacéo de Esterificacao
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.4.3. Reticulagao (Crosslinking)

A reticulacdo das cadeias poliméricas, processo também denominado por
reacao de entrecruzamento, € um tipo de modificacdo quimica que tem funcéo de unir
as cadeias poliméricas, ou seja, ligar suas cadeias as de outros polimeros gerando
redes poliméricas hibridas (De et al., 2011). As reticulagBes tem por objetivos principal
modificar determinadas propriedades dos biopolimero como por exemplo a
estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor e a
biodegradacao (Neto et al., 2005).

As reticulagbes podem acontecer via interacdes covalentes ou via interagoes
fisicas (ibnicas). As reticulagcBes fisicas (ibnicas), tem por caracteristicas ter um
mecanismo reacional simples e procedimento experimental realizado em etapa Unica,
mas em contrapartida o mesmo demonstra menor estabilidade, devido a alta
sensibilidade a alteracdes de pH e da forca ibnica do meio, além disso, essas
caracteristicas da reacao tornam o processo de reticulacdo reversivel (Yi, Wang e Liu,
2003). Ja as reticulacbes por interacdes covalentes, ocorrem por mecanismos
reacionais variados e dependentes do tipo de agente de entrecruzamento empregado.
Essas reacdes ocorrem unindo de forma irreversivel sitios reativos de cadeias
poliméricas diferentes através de ligacdes quimicas intermoleculares, ou regides
distintas de uma mesma cadeia por meio de ligagdes quimicas intramoleculares(Lee
et al., 2001).

A reacao de DA, consiste na adicdo do dieno ao alceno envolvendo o
compartilhamento de elétrons inter e intra moleculares para a formacao da estrutura
base (o cicloexeno), ou seja, ha formagdo de ligacbes covalentes, porém o
procedimento apresenta certas vantagens em relacdo a reticulagcdo covalente

convencional, tais como, néo gerar subprodutos na reacao, os experimentos podem
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ser conduzidos em temperatura ambiente, apresenta reversibilidade e, outras
caracteristicas que serdo abordadas no proximo subitem.

A Figura 10 representa a reacdo de DA mostrando o acoplamento do
heterociclo furano ligado em uma macromolécula de polimero com uma bismaleimida,

levando a reticulacéo por reacdo de DA destas macromoléculas.
Figura 10 — Reticulagédo amido por reagéo de DA
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.5.Click chemistry e reacdo de DA

Reac0es click chemistry sdo uma classe de rea¢cfes quimicas que tem como
vantagem serem rapidas, versateis, régio-especificas, altamente eficiente, geralmente
produzem um Unico produto e ndo deixando subprodutos de reacdo. Sdo métodos
interessantes para sintese de hidrogéis compativeis com células, que podem ser
usados para cultura celular controlada, engenharia de tecidos e aplicacdes de
liberag&o controlada (Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013). No campo biomédico, tornou-se
uma ferramenta poderosa para a sintese de polimeros para entrega de
medicamentos, preparagdo e funcionalizagdo de sistemas de administragcdo de
medicamentos em nanoescala e surgiu como um método eficiente de reticulagcédo para
a preparacao de hidrogéis (Gregoritza e Brandl, 2015).

Entre as reacdes de click chemistry mais utilizadas podemos citar a cicloadi¢ao

azida-alcino catalisada por cobre (I) (CUAAC), cicloadigao azida-alcino promovida por
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tensdo sem cobre (SPAAC), reacao tiol-eno, reacdo oxima, Adicao de tiol-Michael e a
reacao de Diels-Alder (DA) (Fig. 11).

Figura 11 — Reacdes Click chemistry
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A reacao de DA, foi descoberta em 1928 por Otto Diels e Kurt Alder e € uma
das mais utilizadas reacbes para sintese de compostos organicos, por ter como
vantagens ser um método simples, eficientes, limpo (sem subprodutos de reacéo) e
termorreversivel. Consiste em uma cicloadicdo entre um dieno conjugado e um
diendfilo, que fornece um derivado ciclohexeno estavel, chamado de aduto (Kamm e
Kamm, 2004). Outra caracteristica importante, é que a rea¢do DA pode ser concluida
a temperatura ambiente (mesmo que a cinética da reacdo seja lenta sob essa
condicdo) e, além disso, a reacéo ocorre rapidamente na agua, nao sendo necessario
0 uso de solventes caros e toxicos (Gregoritza e Brandl, 2015).

E utilizada em diversas areas e para diversificadas aplicacbes, como por
exemplo, modificagdo de produtos naturais e farmacéuticos, modificacdo
do DNA e nucleotideos e desenvolvimento de polimeros e biopolimeros (Belgacem e
Gandini, 2008). Quando pensamos por exemplo na aplicacdo desses polimeros na
area da saude, para medicamentos e outros dispositivos, a pureza e a seguranca dos
materiais empregados sao pré-requisitos importantes, sendo assim, a reacado de DA
traz beneficios, pois dificilmente é necessaria uma etapa de purificacdo do produto,

por ndo ser necessario nenhum catalisador e, além disso, nenhum subproduto &
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formado. Devido as diversas caracteristicas favoraveis, como reacdo em agua, reacao
a temperatura ambiente sem o0 uso de catalisadores, reversibilidade, auséncia de
subprodutos, podemos citar também que, é um método eficaz de reticulagdo para
preparar materiais in situ, como hidrogéis para administracdo de medicamentos e
engenharia de tecidos (Gregoritza e Brandl, 2015).

Além disso, outra importante caracteristica dessa reacao, € a facilidade com
gue o furano e alguns de seus derivados, sofrem a reacao de DA como dienos, abrindo
caminho para véarias abordagens originais na sintese de polimeros com a utilizacado
de furanos (Belgacem e Gandini, 2008). No presente trabalho, a reacéo utilizando o

aduto furano e a maleimida recebe atencao especial (Fig. 12).

Figura 12 — Reagao DA — Furano e bismaleimida
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.6. Aplicacédo de Furanos no desenvolvimento de polimeros

O furfural é um precursor tipico de mondmeros de furano. E proveniente de
residuos agricolas e florestais (recursos renovaveis) contendo pentoses, como por
exemplo, espigas de milho, casca de aveia e arroz, bagaco de cana, sementes de
algodao, cascas de azeitona, pedras e lascas de madeira (Belgacem e Gandini, 2008).
O furfural possui grande importancia industrial, devido a sua producédo mundial chegar
a aproximadamente 300.000 toneladas/ano e, além disso, por possuir diversas
aplicagbes como, por exemplo, na refinaria de 6leos, desenvolvimento de materiais,
nas industrias farmacéuticas e agroquimicas (Corma Canos, Iborra e Velty, 2007).
Destes, sabe-se que 85% sdo destinados para producdo do &lcool furfurilico (2-
hidroximetilfurano) o composto furanico mais importante disponivel comercialmente,
obtido pela reducéo catalitica do furfural. O alcool furfurilico € precursor de diferentes
tipos de resinas e de outros materiais com aplicacfdes industriais. Os 15% restantes

da producédo do furfural, sdo utilizados na produgéo de outros compostos como 0
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tetrahidrofurano, monémeros para sintese de materiais poliméricos, na formulacéo de
diversas resinas termofixas com aplicacbes em revestimentos anticorrosivos, na
formulagéo de adesivos, impregnacao em pinturas anticorrosivas e também de outros
mondmeros furanicos (Gandini e Belgacem, 2014).

O alcool furfurilico é caracterizado por ser um liquido incolor, toxico e com odor
irritante. Seu processo de purificacdo é realizado por destilacéo a presséo reduzida,
pois ele forma mistura azeotropica com a 4gua o que impede sua purificacdo por
destilagéo simples. E mantido estavel quando guardado em lugar frio, escuro e em
presenca de uma base orgéanica e de um agente dessecante, geralmente emprega-se
a n-butilamina para evitar a auto-resinificacao (Herrmann e Kécher, 1997).

Em relagédo a solubilidade, este apresenta solubilidade em acetona, &lcoois,
éter, ésteres, derivados clorados e na maior parte dos solventes organicos (com
excecdo dos alcanos) (Bennett, 1992). Apresenta boa solubilidade em agua, porém é
instavel neste meio. Além disso, € um composto muito reativo sendo sensivel a
temperatura, oxigénio e a presenca de acido (Choura, Belgacem e Gandini, 1996;
Gandini e Belgacem, 2014). Frente a &cidos reage de forma enérgica e dependendo
do carater do acido em questdo, produz uma resina de cor marrom escura como
produto final (Belgacem e Gandini, 2008). O espectro de absorcdo Gtica apresenta
trés bandas na regido do ultravioleta nos seguintes comprimentos de onda: 209nm,
230nm e 270nm. Na regido do visivel ndo apresenta absor¢ao, € um liquido incolor
(WRIGHT, 1954). J& na regido do infravermelho surge um conjunto de bandas que
quando associadas o identificam, sendo uma banda larga na regido de 3300 cm™ e
outra 2980 cm™ devido a presenca de grupos metilénicos. O nucleo aromatico
responde com uma absorcdo através de uma banda estreita em 1501cm (Choura,
Belgacem e Gandini, 1996; WRIGHT, 1954).

Além do furfural, existe o 5-metilfurfural que é outro importante precursor de
mondmeros de furano que deriva o hidroximetilfurfural um derivado furanico da
primeira geragéo, que a partir dele fazem-se transformacdes gerando os mondémeros
furanicos (2,5-furancarboxidialdeido, FCDA) ou o diacido (2,5-furandicarboxilico
acido, FDCA) (Belgacem e Gandini, 2008) que representam derivados furanicos

importantes (Fig. 13).
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Figura 13 — Furanos e derivados
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2,5-Bis (hydroxymethyl)furan

Entre as muitas vantagens dos furanos, podemos citar uma muito importante,
ja citada anteriormente que é sua origem proveniente de recursos renovaveis. Além
disso, ndo ha limites intrinsecos a variedade de monémeros de furano que podem ser
sintetizados a partir desses precursores e, portanto, ndo ha limite para os polimeros e
copolimeros que eles podem gerar. Além disso, a facilidade com que o furano e alguns
de seus derivados sofrem a reacdo de DA como dienos, abrindo caminho para véarias
abordagens originais na sintese de polimeros (Belgacem e Gandini, 2008) como, por
exemplo, o desenvolvimento de hidrogéis.

O desenvolvimento de hidrogéis utilizando a reacdo DA, com o aduto furano-
maleimida, a partir de N-vinil-2-pirrolidina, poli (Nisopropilacrilamina) ou poli
(furfurilamina), acido maleico e (monoamida-co-N-isopropil-acrilamida), demonstrou
que o tempo de gelatinizagdo, densidade de reticulagdo e a capacidade de

inchamento dependem da concentracdo furano e de maleimida.
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A reticulacdo com furanos pode gerar novos materiais/biomateriais com
propriedades inovadoras para ser utilizado em diversas areas, por exemplo, hidrogéis

para uso em potencial na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa.

2.7. Hidrogéis poliméricos: defini¢cdes, tipos, caracteristicas gerais, fontes de

obtencéo e suas aplicacdes

Hidrogéis podem ser classificados em dois tipos, sendo eles quimicos e fisicos.
Os hidrogéis fisicos tem como caracteristica serem obtidos através de interacdes
fisicas (forcas de van der Waals, ligac6es de hidrogénio e interacdes hidrofébicas e
os hidrogéis quimicos tem por caracteristica serem formados através de ligacdes
covalentes (Aouada e Mattoso, 2009; Hoffman, 2012).

Ja os hidrogéis quimicos ou poliméricos, podem ser definidos por estruturas
tridimensionais constituidas por cadeias de macromoléculas interligadas através de
ligagBes covalentes ou interacdes fisicas. S&o altamente hidrofilicos e apresentam
como caracteristica sua elevada capacidade de absor¢cdo de &gua ou fluidos
bioldgicos (Almeida e Almeida, 2004; Dragan, 2014). Outros autores definem hidrogéis
poliméricos como estruturas poliméricas altamente reticuladas tridimensionalmente
gue possuem como propriedade absorver grande quantidade de adgua sem perder a
estabilidade dimensional. Os hidrogéis comportam-se como solu¢des, assim sendo,
moléculas soluveis em agua podem difundir-se no mesmo (Kramer et al., 2019; Patel
e Mequanint, 2008; Tanaka, Gong e Osada, 2005). Hidrogéis poliméricos tem a
capacidade de absorver grande quantidade de agua e, além disso, sdo compostos
estruturalmente por uma ou mais redes poliméricas tridimensionalmente estruturadas,
formadas por cadeias macromoleculares interligadas por ligacbes covalentes
(reticulacdes) ou interacdes fisicas (Oviedo et al., 2008). Os hidrogéis poliméricos
apresentam alta hidrofilicidade e insolubilidade, sendo que a insolubilidade é afetada
diretamente pelo grau de intercruzamento (reticulacdes ou interacOes fisicas) das
cadeias formadoras dos hidrogéis (Peppas et al., 2000).

Os hidrogéis sintetizados por reticulagéo fisica, possuem transicao reversivel
sem a necessidade de catalisadores, entretanto a resisténcia mecanica desses géis é
inferior a dos hidrogéis de reticulagédo quimica. Ja os hidrogéis obtidos por reacdes
quimicas necessitam do uso de catalisadores, tornando assim dificil a eliminacéo

desses subprodutos e em consequéncia diminuem sua biocompatibilidade. Diante do
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exposto, a constante busca por rotas alternativas que combinem as melhores
caracteristicas dos hidrogéis com um melhor controle quimico de sua sintese é
desejavel. A reagdo de DA é considerada uma via muito interessante para promover
a reticulacdo dos géis especialmente em funcéo de serem considerados um processo
limpo, que ndo gera subprodutos na reacéo (Kramer et al., 2019; Montiel-Herrera et
al., 2015).

Os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de materiais naturais ou sintéticos.
Em relagcdo as vantagens e desvantagens dessas diferentes fontes, sabe-se que
hidrogéis sintéticos apresentam excelentes propriedades mecanicas e hidrofilicas
(Kiritoshi e Ishihara, 2004), porém sua grande desvantagem é que ndo apresentam
propriedades bioativas, o que diminui o campo de aplicacdo desses materiais,
principalmente nas areas biomédicas. Por outro lado, os hidrogéis preparados a partir
de polimeros naturais podem apresentar propriedades mecanicas nao satisfatérias ou
evocar respostas inflamatoérias, porém apresentam propriedades vantajosas, tais
como biocompatibilidade, biodegradabilidade e reconhecimento de moléculas
biolégicas (Lin e Metters, 2007), sendo um material com grande vantagem quando o
objetivo visa desenvolver biomateriais para aplicacdes biolégicas. Como exemplos de
hidrogéis provenientes de polimeros naturais podemos citar o alginato, quitosana,
carboximetilcelulose, colageno, gelatina, dextrano, amido ou acido hialurénico e como
exemplo de polimeros sintéticos o polietileno ou polimeros baseados em monémeros
de acrilato (Buwalda et al., 2014).

Por conta da sua alta quantidade de 4gua, os nutrientes, proteinas, peptideos,
moléculas de oxigénio, acido ribonucleico (RNA) e acido desoxirribonucleico (DNA)
permeiam facilmente através de hidrogéis. Além do mais, estudos demonstram que
na maioria das vezes células imobilizadas em hidrogéis mantem sua funcédo e
viabilidade conferindo uma grande vantagem a esse material. Outra vantagem é que
os hidrogéis podem interagir com receptores da superficie celular e matriz extracelular
ordenando eventos celulares como: adesédo, migracdo, mitose, diferenciagéo,
maturacdo e expressao de proteinas (Jabbari, 2018). Além destas vantagens, 0s
hidrogéis podem ser inseridos em organismos vivos através de métodos minimamente
invasivos, evitando intervencgdes cirdurgicas complexas (Wu et al., 2016).

Os hidrogéis podem ser desenvolvidos e apresentar-se de formas diferentes
em decorréncia da sua aplicacdo, como por exemplo, a forma sélida moldada (lentes

de contato); filmes de revestimento (para liberacdo transdérmica de farmacos);
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matrizes compactadas (comprimidos e céapsulas para administracdo oral);
microparticulas e na forma de géis (Hoffman, 2012). Além disso, os hidrogéis podem
ser utilizados também como sistemas de liberacdo especifica de farmacos para
cavidade oral, retal, ocular, transdérmica e subcutanea (Peppas et al., 2000).

Sao diversas as aplicacfes e possibilidades de uso de hidrogéis poliméricos,
em diversas areas e campos de atuacdo, como por exemplo, na area da engenharia

de tecidos e medicina regenerativa.

2.7.1. Aplicacdes de hidrogéis na engenharia de tecidos e medicina regenerativa

Hidrogéis degradaveis compativeis com células podem ser sintetizados com
objetivo de reproduzir caracteristicas fisicas e bioquimicas das matrizes extracelulares
(MEC) do corpo humano e sofrer degradacdo em condicdes fisioldgicas. Os hidrogéis
sdo de grande interesse para aplicacdes na area da saude por conta do seu estado
altamente hidratado (ttm a capacidade de absorver de 10-20% até milhares de vezes
do seu peso seco), que se assemelha as caracteristicas dos tecidos do corpo e por
responderem a fatores ambientais tais como temperatura e pH, facilitando a entrega
direcionada de agentes terapéuticos (Xue et al., 2011). Por possuirem essas
caracteristicas, estdo sendo aplicados em varias areas de bioengenharia, favorecendo
a entrega controlada de moléculas bioativas, encapsulamento de células para controle
de cultivo tridimensional e engenharia de tecidos (Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013).

Na engenharia de tecidos, os hidrogéis, principalmente de origem natural sdo
utilizados como, por exemplo, como carreadores de células (Jabbari, 2018). Também
vem sendo usados como agentes de enchimento, como veiculos para a entrega de
moléculas bioativas ou como scaffolds para entrega de células. No campo da
medicina regenerativa os hidrogéis estdo sendo muito utilizados como biomateriais
para entrega de células em locais onde ha lesdo, com o intuito de promover a
substituicao, reparo e regeneracao tecidual (Jabbari, 2018). Estudos demonstraram
que células ATDC-5 (linha celular condrogénica) encapsuladas mostraram alta
viabilidade e proliferagdo, indicando o grande potencial dos hidrogéis &cido
hialurénico-polietileno na engenharia de tecidos cartilaginosos. E, além disso,
hidrogéis também podem ser utilizados como sistemas de liberagdo para biofarmacos,
porque podem ser administrados por injecdo, podem por exemplo, ser utilizados no

carreamento de proteinas terapéuticas, sendo altamente atraentes por protegem as
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proteinas contra a degradacéao e fornece liberacdo sem danos a molécula (Gregoritza
e Brandl, 2015). Além dessas, outra vantagens que tornam hidrogéis materiais
interessantes para aplicacdes médicas é devido a sua atoxicidade, a capacidade de
intumescer em agua e fluidos biolégicos, pois se assemelham aos tecidos biologicos;
sua consisténcia elastomérica, que minimiza o atrito entre tecidos e o hidrogel; a alta
permeabilidade, permitindo o fluxo de fluidos corpéreos pelo hidrogel devido a alta
porosidade; a facilidade de obtencdo em diferentes formas e permitir a incorporacao
e liberacao controlada de farmacos de diferentes polaridades (Moura, De et al., 2005).
No presente estudo, devido ao grande numero de trabalhos com entrega controlada
de drogas em hidrogéis, buscou-se estudar a entrega celular para aplicacéo futura na
Medicina Regenerativa.

No entanto, as abordagens existentes de hidrogéis em relagdo a entrega e
carreamento de células mostraram sucesso limitado, com numerosos estudos
mostrando menos de 5% das células injetadas persistem no local da injecao apés
alguns dias. Um dos principais desafios da terapia celular baseada em injecdo é a
necessidade de determinar protocolos de entrega para garantir precisdo suficiente,
melhoria da sobrevivéncia da célula e reprodutibilidade das células para eficacia do
tratamento (Amer et al., 2017). Diante do exposto, diversos estudos tem dado énfase
para hidrogéis que tem como propriedades alteracdo de viscosidade dependente de
temperatura. Em que, por exemplo, um gel de amido a temperatura ambiente (25°C)
se apresenta na forma liquida e que quando injetado em meio fisiolégico (36°C)
juntamente com um agente reticulante ha formacao de um hidrogel (com aumento de
viscosidade). Esse aumento de viscosidade poderia contribuir com o aumento do
tempo de liberacdo das células e permanéncia das mesmas no local da lesao.

Diante disso, esses estudos tem se tornado inspiragdo para realizacdo do
presente projeto de pesquisa, em que se buscou reticular o amido de milho modificado
com intuito de desenvolver um novo material que possa ser introduzido através de
injecdo (por estar a temperatura ambiente na forma liquida, evitando assim a
exposicao do paciente a procedimentos cirdrgicos altamente invasivos) e que apoés a
entrada do material no organismo (juntamente com o0 agente reticulante e células)
ocorra a reticulagdo do material e dé origem a um hidrogel (Fig. 14), tendo a
perspectiva futura de utiliza-lo para entrega de células e para o aumento da

permanéncia das células no local da injecao/lesao.
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Figura 14 — Esquema inspiracéo para o desenvolvimento do biomaterial
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Fonte: Elaborada pela autora

Atualmente existem diversos estudos de engenharia de tecidos usando
sistemas de formacdo de gel injetaveis in situ, que demonstram que em resposta a
mudanca de temperatura (gelificacédo térmica), mudanca de pH, reticulacdo ou troca
de solvente, as formulacdes de polimeros injetaveis podem gelificar in vivo. Essas
formulacdes injetaveis oferecem vantagens significativas quando comparadas com
scaffolds pré-formados. Tais vantagens sdo: a possibilidade de implantagdo com
procedimentos minimamente invasivos, capacidade de preencher a forma desejada e

a facil incorporacdo na formulacdo de diversos agentes terapéuticos. Além das
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vantagens, faz-se importante também salientar que inUmeros fatores precisam ser
considerados antes que um gel injetavel possa ser selecionado como ideal para
aplicac6es de engenharia de tecidos, tais como: considerar as intera¢des célula-matriz
especificas do tecido, a cinética de gelificacdo, possivel toxicidade dos produtos e
suas rotas de eliminacao e a possivel interferéncia da matriz do gel com a histogénese
(Gutowska, Jeong e Jasionowski, 2001).

Sistemas de formacdo de gel in situ sdo bons candidatos para veiculos de
entrega de células injetaveis. Como exemplo podemos citar o sistema de géis de &cido
hialurénico que se formam in situ apds ser injetado. As propriedades do acido
hialurénico inspiraram os pesquisadores a utiliza-lo no transporte de drogas, proteinas
e entrega de peptideos (Drobnik, 1991) e também em aplicacdes de engenharia de
tecidos para reparo de fratura éssea e cicatrizacao de feridas (Goa e Benfield, 1994).
Além disso, estudos demonstram que as propriedades fisico-quimicas do acido
hialurénico podem ser melhoradas através de reticulacdo quimica com a divinilsulfona,
essa reacdo de reticulacdo produz géis hidratados e insolaveis, os chamados
polimeros de hilano. Estudos realizados em animais demonstraram que esses
polimeros de hilano sédo atoxicos, ndo antigénicos, ndo inflamatdrios e ndo provocam
reacao de corpo estranho (Hallén, Johansson e Laurent, 1999).

Atualmente ja existem produtos a base de &cido hialurénico sendo utilizado no
mercado para aplicacdo na engenharia de tecidos, porém sem a presenca de células.
Um exemplo é o “Osteonil®, produto utilizado para o tratamento de distlrbios
degenerativos e traumaticos das articulacdes e tenddes. E uma solucdo de &cido
hialurénico de sédio (contém o sal sddico do acido hialurénico), administrado uma vez
por semana por via intra-articular e seu ciclo de tratamento varia de duas a cinco
semanas. A substancia ativa de acido hialurénico de sodio € uma fracao obtida do
acido hialurénico com elevado grau de pureza através de filtragdo molecular a partir
de material biol6gico. Diversos estudos tem demonstrado a eficacia desse material
através da administracéo injetavel. Estudo controlado, randomizado e multicéntrico,
verificou a eficacia da aplicacdo intra-articulares durante 5 semanas de &acido
hialurénico de sédio 20 mg e comprovou o alivio da dor em pacientes com osteoartrite
de joelho (Altman e Moskowitz, 1998). Além disso, confirmou-se em estudos que a
administracdo intra-articular de 3 a 5 injecdes de acido hialurdénico de sodio 20 mg
além ter sido eficaz no tratamento de osteoartrite de joelho, foi também duradoura,

produzindo efeito terapéutico persistente durante 60 dias de acompanhamento


https://consultaremedios.com.br/hialuronato-de-sodio/bula
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(Carrabba et al., 1995). Essas pesquisas e resultados tem inspirado o presente
trabalho na busca de novos materiais com caracteristicas inovadoras a base de
polimeros naturais, através da administracao injetavel.

Como citado anteriormente ja existem diversos hidrogéis utilizados na
medicina, podendo ser ou ndo preparados por reacdes click chemistry. Em relacao
aos hidrogéis desenvolvidos por reacdes click chemistry podemos citar um estudo
realizado para sintese de hidrogel injetdvel a base de &cido hialurbénico, que
demonstrou ser excelente protetor celular e possuir boa biocompatibilidade em testes
in vitro e em vivo em camundongos, possuindo grande potencial para aplicacfes
biomédicas, como por exemplo entrega de células. Esse hidrogel injetavel foi
desenvolvido através de reticulagcéo por reagéo de click de tiol-eno (Cao et al., 2019).
Outro estudo via reacao tiol-eno foi realizado para o desenvolvimento de hidrogéis de
polietileno glicol degradaveis enzimaticamente e resultou que a reacao de reticulacédo
nao afetou significativamente a viabilidade de células tronco mesenquimais
encapsuladas (Kharkar, Kiick e Kloxin, 2013). Outro estudo usando polietileno glicol
funcionalizado com maleimida e peptideos foi realizado para a sintese de hidrogéis e,
o0 estudo resultou que esses hidrogéis mantiveram a viabilidade celular e promoveram
a liberacao de células encapsuladas (Phelps et al., 2012). Vale ressaltar que o grande
diferencial do presente projeto em relacao a esses citados anteriormente € a utilizacéo
da reacao de click chemistry via DA. Apesar das escassas literaturas descritas um dos
trabalhos encontrados na literatura que se assemelha ao nosso foi desenvolvido
utilizando o acido hialurénico. Os pesquisadores demonstram que hidrogéis de acido
hialurénico-furano e bismaleimida foram sintetizados via reacédo quimica de DA, porém
como resultados obtiveram que néao foi possivel o encapsulamento de células viaveis.
Em outro estudo para melhoria dos resultados, a cinética da reacao foi acelerada pela
substituicdo do acido hialurénico-furano pelo &cido hialurénico-metilfurano mais rico
em elétrons e, esse novo hidrogel reticulado resultou em gelificagdo mais rapida e em
pH fisiologico, permitindo o encapsulamento de células viaveis, sendo essa novo
hidrogel um possivel material para uso em cultura de células 3D e engenharia de
tecidos (Smith et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Desenvolver um biomaterial que tenha caracteristica de ser liquido a

temperatura ambiente (25°C), para que possa ser administrado através de injecéo e

que posteriormente seja reticulado a temperatura corporal (36/40°C), originando um

hidrogel.

3.2.Objetivos especificos

a)

b)

Realizar modificacBes quimicas na molécula do amido de milho, através de
reacoes de oxidacao, esterificacdo e reticulacdo por Diels-Alder;

Identificar métodos precisos de purificacdo dos materiais para retirada do
excesso de reagentes ao final das reacdes quimicas de oxidacdo e
esterificacao;

Investigar através de FTIR, RNM-1H e titulacdo condutimétrica a
caracterizacdo quimica dos materiais;

Comparar através de observacdes visuais, alteracdes na viscosidade da
amostra antes e apos reticulacao;

Demonstrar através de ensaio de citotoxicidade celular a porcentagem de
células viaveis nas amostras antes e apos modificacdes quimicas, bem

como, a citotoxicidade dos reagentes utilizados nas reagoes.

A Figura 15 demonstra os objetivos geral e especificos do trabalho de forma

esquematica.
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Fﬁigyra 15— Representacdo esquematica dos__(_)bjetivos do trabalho
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Amido de milho (Unilever); vidrarias laboratoriais (béquer, pipeta, balédo
volumétrico, baldo de fundo redondo, condensador, placa de Petri, vidro de reldgio,
tubo Falcon e tubo de ensaio); reagentes brometo de sédio (NaBr), N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (TEMPO), hidréxido de sédio (NaOH) , alcool etilico absoluto PA,
alcool furfurilico , acido cloridrico (HCI), 4gua deuterada (D20), agua destilada,
bismaleimida (Montiel-Herrera et al., 2015)); pipeta automatica; Equipamentos
(espectrometro Perkin Elmer Spectrum, espectrometro de RMN BrukerBioSpin, placa
aquecedora, agitador magnético, pHmetro, condutivimetro, estufa, balanca analitica e

centrifuga).

4.2. Gelatinizagdo do amido de milho

Foram pesados na balanca analitica (Bel engineering) 20g do amido de milho,
adicionou-se 625mL de agua destilada e aqueceu-se em placa aquecedora (Corning
PC-420D) a 80°C (temperatura 6tima de gelatinizacdo) sob agitacdo magnética
(Corning PC-420D) a 1.000 rpm, durante 1 hora e 40 minutos, até a formacao de gel
de amido. Em seguida, resfriou em temperatura ambiente durante 24 horas e realizou-

se analise em microscopio 6ptico (100x) a fim de verificar a quebra dos gréos.

4.3.0Oxidagao do amido

O amido geleificado foi oxidado com o reagente TEMPO seguindo metodologia
convencional (Kato, Matsuo e Isogai, 2003) para dar origem a grupamentos
carboxilicos pendentes em sua estrutura. A reacdo ocorre transformando a hidroxila
(OH) do amido em &acido carboxilico (COOH) para posterior reacéo de esterificacao.

Para isso, pesou-se metade do gel de amido desenvolvido na etapa anterior
(corresponde a 10g do amido solido). Sob agitacdo magnética, adicionou 1,25g de
brometo de sodio (NaBr) previamente dissolvido em algumas gotas de agua destilada
(aproximadamente 50uL) e 0,125g do reagente TEMPO previamente dissolvido em

algumas gotas de agua destilada. Com auxilio do pHmetro calibrado da marca Bel
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modelo W3B analisou-se a mudanca do pH, ao gotejar com auxilio de conta gotas
130mL de hipoclorito (2,5%) até o pH ficar em torno de 9,5 a 10,5. Em seguida,
gotejou-se hidréxido de sodio (NaOH) 0,5M até que o pH estabilizasse em torno de
10,5. Armazenou-se em placas de Petri para secagem em temperatura ambiente
(25°C) durante 15 dias (Fig. 16). Ap0s a oxidacdo, realizou-se a separagao por

precipitacdo do material.

Figura 16— Sequéncia da oxidacao com reagente TEMPO

20 W
“ipestor®
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A - Brometo de sodio; B - Reagente TEMPO; C - Gel de amido natural; D - Hipoclorito 2,5%;
E - Adic&o hipoclorito amostra amido; F - NaOH; G - Adicdo de NaOH na amostra de amido;
H - Secagem a temperatura ambiente 25°C.

4.4.Separacao por precipitacao

ApOs a oxidacgéao, realizou-se a separacao por precipitacdo do material a fim de
retirar as impurezas provenientes da reacéo (reagentes e sal) e realizar a separagao
do material. Para isso adicionou-se 20mL de agua destilada na amostra para dissolver
o sal formado pela reacdo anterior e em seguida adicionou-se 50mL de &lcool etilico
absoluto PA para precipitacdo do amido. A amostra permaneceu em repouso para
sedimentacao durante 10 horas e descartou cuidadosamente o sobrenadante, com
auxilio de uma pipeta. Em seguida, secou o sedimentado em estufa a 50°C durante

gue 3 horas.
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4.5.Reacéo de esterificacdo — Insercdo grupamentos furanos

Adicionou-se 1,0g do amido oxidado em um baldo de fundo redondo. Em
seguida, adicionou-se algumas gotas de agua destilada (aproximadamente 50uL) até
o amido oxidado dissolver-se virando um liquido viscoso. Adicionou-se 200uL de
alcool furfurilico e 60uL de acido cloridrico (HCI) 0,1M como catalisador sob agitacéo
magnética a 200 rpm e em banho maria a 70°C, em sistema fechado, durante 8 horas.

Em seguida, resfriou-se a temperatura ambiente (25°C) durante 12 horas (Fig. 17).

Fig%ra 17 — Sequéncia da reacao de esterificacao
: T T ) 7
w ; Furfuryl alcohol //
HCI0,1M /
- 200 rpm
70°C

A _ B
Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A - Amido oxidado; B - Adicdo agua destilada; C - Adigdo alcool furfurilico e catalisador (HCI)
para reacéo de esterificago.

Em seguida para purificacdo do material e retirada do excesso de reagentes
que possam interferir nas rea¢des quimicas futuras, adicionou-se 200uL da amostra
esterificada em um vidro de relégio e lavou com 200uL de etanol 5 vezes. Transferiu-
se a amostra para um béquer e adicionou-se 1mL de agua destilada. Em seguida,
transferiu-se a amostra para um Tubo falcon contendo 10 mL de etanol gelado e
centrifugou-se a 2.000 rpm por 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. O
procedimento foi repetido por trés vezes. Em seguida secou-se o precipitado em
temperatura ambiente (25°C) durante 3 horas. Anotou-se as massas (inicial e final)
para céalculo do rendimento (n) (Eq. 1) e, em seguida, armazenou-se o material a
temperatura ambiente (25°C) para as analises de caracteriza¢do quimica e viabilidade

celular.

n = (MF x 100) / Mi

Equacéao 1. Calculo do Rendimento (n).
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Sendo:
n = rendimento (%)

MF = Massa Final (g)

Mi = Massa Inicial (g)

4.6. Caracterizacdo quimica — etapas de oxidacao e esterificacdo

Para confirmacédo da efetividade da oxidacdo, separacdo por precipitacdo e
esterificacdo realizou-se as caracterizacbes quimicas do material por FTIR (com
acessorio ATR) em um espectdmetro Perkin Elmer Spectrum 100 a 4 cm™ de
resolucdo com 16 varreduras na faixa de 4.000 a 600 cm*. E 1H-RMN adquiridos em
um Espectrometro de RMN BrukerBioSpin operando a 300MHz, com agua deuterada
(®H20 ou D20) como solvente. Posteriormente, determinou-se o ndmero dos
grupamentos carboxilicos por titulagcdo condutimétrica convencional utilizando uma
solucéo de NaOH (0.1 M) como titulante.

Para isso adicionou-se 50uL das amostras de amido (natural, oxidada e
esterificada), homogeneizou por 5 minutos a 100 rpm e ajustou o pH (pHmetro
Sensoglass) para 2,5 utilizando HCI 0,1M. Em seguida, titulou-se (condutivimetro
Sensoglass) com NaOH 0,1M, 200puL de NaOH em intervalos de 20 segundos sob
agitacdo magnética a 380 rpm (Figura 18), anotou-se os resultados para realizacéo

dos calculos para quantificacdo dos grupamentos carboxilicos nas amostras (Eq. 2).

X=[C*(v2-v1)]/w

Equacéo 2. Quantificacdo dos grupamentos carboxilicos

Sendo:

C = concentragéao do titulante = 0,1M
W = massa da amostra = 0,1g

V1 e V2 = volumes equivalentes em L
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Figura 18 — Titulacdo condutimétrica amostras amido

8

="

Fonte: Arquivo pessoal.

4.7.Reticulacao furano-bismaleimida por reacédo de DA

O amido oxidado e esterificado foi reticulado na presenca de uma bismaleimida,
através da reacdo de DA. A bismaleimida agindo como diendfilo, como agente de
ligagdo cruzada. Um ponto importante a ser ressaltado em relagdo a molécula de
bismaleimida, é que ela apresenta diferentes propriedades e estas dependem
diretamente dos reagentes e métodos utilizados para sintese da bismaleimida. No
presente trabalho, utilizou-se bismaleimida a base de exo-3,6-epoxi-1,2,3,6-
tetrahidroftalico anidrido (ETHPA) e 10-trioxa-1,13-tridecanodiamina (TTDDA), que
tem como caracteristica significativa ser solivel em agua. A bismaleimida (Fig. 19)
utilizada no trabalho de pesquisa foi obtida através da sintese e caracterizacéo prévia
em trabalho de Doutorado por Ricardo Klaus Kramer e colaboradores (Kramer et al.,
2019). Em seguida para reticulagdo do material, o seguinte método foi realizado.

Figura 19 Férmula estrutural bismaleimida

Eﬁ/\/\/\/\/\/\/\p . 2n@

Fonte: Kramer et al., 2019, p. 53.
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Em um tubo de ensaio, adicionou-se 0,0174g do amido esterificado previamente
nas etapas anteriores, correspondente a 0,017mmol de furano. Em seguida,
adicionou-se 50uL de agua destilada, sob aquecimento em banho maria a 80°C até o
material ficar levemente viscoso. Adicionou-se 0,0010g de bismaleimida,
correspondente a 0,0085 mmol, na propor¢cdo de (2:1) sendo 2 furanos para 1
bismaleimida. Conservou-se sob aquecimento em banho maria a 40°C, durante 15
minutos sob leve agitacdo (Fig. 20). Em seguida, para confirmacgéo da técnica foram
realizadas a observacao visual da viscosidade da amostra.

Figura 20 — Sequéncia da reacdo reticulagdo do amido por reacdo de DA
Bismaleimide
-~ 36°C/40°C
15 min.
A B

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: A — Amido esterificado; B — Adigdo de bismaleimida para reticulacéo furano-bismaleimida 2:1.

4 .8. Ensaio de citotoxicidade celular

O material foi submetido ao primeiro estagio de avaliacdo de citoxicidade de
extrato liquido in vitro de acordo com a horma ISO 10993-5:2009 (Biological evaluation
of medical devices; Part 5: tests for in vitro cytotoxicity) que determina que amostras
que reduzem a viabilidade celular para valores inferiores a 70% devem ser
considerados citotoxicos e, amostras com viabilidade acima de 70% séo consideradas
viaveis. A analise de viabilidade celular corresponde a ferramentas que qualificam
e/ou quantificam células viaveis, ou seja, células metabolicamente ativas em uma
cultura. Em conformidade com a ISO todas as amostras foram testadas em triplicata.

Células da linhagem de fibroblastos humanos (GM07492) foram utilizadas para
avaliar os efeitos das amostras sobre sua viabilidade. Para esse teste foram
preparados extratos liquidos de 10mg/mL em meio Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos (penicilina
100U/mL; estreptomicina 0,1mg/mL) e mantidos a 37°C por 24 horas. ApOs esse
periodo realizou-se uma diluicdo seriada a partir da concentracdo de 10 mg/mL até
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0,005 mg/mL As culturas foram mantidas a 37+2°C em atmosfera de 5% de CO: e
95% de ar atmosférico por 24h.

Um volume de 100uL do extrato foi colocado em placas de cultura de células
contendo 1x10% células por poco. As placas foram mantidas em incubadora de cultura
de células (Panasonic-COz2 incubadora moc-19 aic-uv) a 37°C, atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 e 95% de ar por 24h. A viabilidade celular foi entdo determinada
utilizado o método Brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol 2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT)
que tem como principio ser um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade
celular.

Em seguida, o meio de cultura foi removido dos pocos, os quais foram lavados
com solucdo salina tamponada com fosfato (1x PBS). Aliquotas de 50 uL de MTT
foram adicionadas a cada poco e as células foram mantidas em condic¢des de cultura
por 4h. Apos este periodo, foram adicionados 100 uL de alcool isopropilico e o
conteudo do poco foi homogeneizado mecanicamente até a solubilizacdo completa do
formazan. Os valores de densidade 6ptica de absorbancia (od) foram obtidos em
espectrofotometro (Polaris-celer) a 570 nm. Para a realizacdo do experimento foi
utilizado um controle positivo (citotoxico - DMSO 70% em meio de cultura DMEM) e
controle negativo (ndo citotoxico - meio de cultura DMEM), a porcentagem de células

viaveis foi calculada em relacéo ao controle negativo, segundo a equacéao (Eqg. 3):

% de células viaveis = (__Abs. da amostra teste ) x 100

Abs. do controle negativo
Equacdo 3. Porcentagem de células viaveis.
O ICs0, que representa a concentracdo requerida capaz de inibir 50% do

crescimento celular, foi calculado através do software GrandPrism 7 de acordo com
U.S. Food and Drug Administration (FDA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.Resultados etapa de gelatinizacdo do amido — MO

A etapa de gelatinizacdo do amido foi realizada e observou-se visualmente a
amostra de amido converter-se em aspecto de gel (Figura 21), além disso, houve a
confirmacédo da gelatinizacdo através da quebra dos gréos de amido, observados em
MO (Figura 22). Porém foi possivel observar que a ruptura ndo atinge uniformemente
todos os granulos de amido, corroborando com a literatura, pois quando os granulos
foram expostos a diversas temperaturas e excesso de agua, 0s autores concluem que
alguns granulos gelatinizam parcial ou completamente durante o processo, enquanto
em alguns granulos ocorre dano morfolégico/fisico minimo, mas com graus variados
de modificacbes estruturais internas (Figura 23) (Ratnayake, Wassinger e Jackson,
2007).

Sequéncia da gelatinizacao amido
. | il <=

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: A - Grdos amido natural; B - Adicdo agua destilada sob aquecimento 80°C; C - Formagéo de
Gel de amido.
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0X) — Gelatinizacéo do amido

AT TRt )37 ; ¥4

iura 22 — MO (10

RGO, < ¥ <.
Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Seta vermelha: Granulos do amido em graus variados de modificagdes estruturais.

Fonte: Adaptada de (Ratnayake, Wassinger e Jackson, 2007).
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5.2.Rendimento (n)

Foi realizado o célculo de Rendimento (n) no amido esterificado (Eq. 1)
utilizando a massa inicial (antes da purificacdo) e a massa final (ap6s completa

purificacdo do material). Que resultou em n = 49,29%.

5.3. CaracterizacOes das etapas oxidacéo e esterificagao

O sucesso das reacdes de oxidacao e esterificacao, foram confirmadas através
das caracterizacbes utilizando FTIR (qualitativo), titulacdo condutimétrica
(quantitativo) e RNM-1H.

5.3.1. Eletroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise do FTIR consiste em um método simples e pratico na identificacéo
dos principais grupos funcionais, sendo possivel uma proposi¢cdo das estruturas de
substancias organicas, sendo uma analise qualitativa (Lopes e Fascio, 2004).

Os espectros FTIR das amostras de amido na regido de 4.000 a 600 cm™ sédo
apresentados na Figura 24. As bandas caracteristicas do amido de milho
nativo/controle aparecem para O-H (3300 cm), C-H (2933 cm™) e H-O-H (1640 cm-
1), sendo esses resultados semelhante aos relatados anteriormente em literaturas
(Bourtoom e Chinnan, 2008; Ji, Lin e Yu, 2020; Mathew, Brahmakumar e Abraham,
2006). Através da analise das amostras foi possivel observar que na amostra de amido
controle (ndo modificado), houve presenca tipica da banda em 1640 cm™ corresponde
a agua fortemente ligada, presente no amido devido a sua natureza higroscopica
(regido amorfa) (Pozo et al., 2018; Soest, van et al., 1995). E que em comparacao
com a amostra de amido oxidado, houve o desaparecimento dessa banda (1640 cm-
1) e, o aparecimento de duas novas bandas, em 1600 cm™ (Homma et al., 2013) e
1420 cm™ (Wu et al., 2013), sendo esses correspondentes a vibracdes de grupos
carboxilatos assimétrico e simétrico respectivamente (Ji, Lin e Yu, 2020). A literatura
descreve que aparecimento desses sinais no espectro de amidos oxidados
demonstram que reacao resultou na formacgéo de grupos carboxila (Hao et al., 2016).
Além disso, é possivel comparar os dados obtidos com a literatura (Fig. 25, Ji, Lin e

Yu, 2020), em que foi realizado o FTIR do amido natural e oxidado com reagente
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TEMPO e os resultados da presente pesquisa, corroboram com os resultados da
literatura, confirmando sucesso na reacao de oxidacéao.

Além disso, na amostra de amido esterificado, foi possivel observar que houve
diminuicdo da intensidade da banda de 1600 e 1420 cm™ (C=0) em compara¢do com
a amostra de amido oxidado (Fig. 24B), sendo sugestivo de diminuicdo de COOH e,
além disso, ha aparecimento da banda em 885 cm™ correspondentes aos anéis
furanicos, sendo sugestivo da substituicdo de COOH em furano, indicando que a
reagdo de esterificacdo ocorreu. Para confirmacdo dos resultados foi realizado a

titulacdo condutimétrica (analise quantitativa).



Figura 24 — FTIR das amostras de amido
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25 — Comparacao literatura FTIR de amido natural e oxidado TEMPO
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Fonte: Adaptado de Ji, Lin e Yu, 2020.

5.3.2. Titulagdo condutimétrica

A titulacdo condutimétrica fornece informacao quantitativa da presenca de ions
presentes na amostra. As curvas sao tracadas através da condutancia em funcéo do
volume do titulante adicionado. As curvas consistem em regides lineares antes e
depois do ponto final. As duas partes lineares séo extrapoladas para seus pontos de
interseccdo no ponto final. Assim como em outras titulacées, o ponto final do volume
€ usado para calcular a quantidade ou a concentracdo da analise que foi inicialmente
apresentado. Titulacdo de base forte/acido forte, a dependéncia da condutancia da
solucdo com o volume do &cido (V), adicionado a base, € esquematizada na Figura
26. A parte descendente representa a variagcdo da condutancia quando hé excesso de
base, ja a parte ascendente mostra a variacdo da condutancia quando h&a excesso de
acido. A intersecdo das duas retas ocorre no ponto de equivaléncia, é possivel
determinar este ponto pela medicdo da condutancia, das solucdes por exemplos,
utilizados 4 pontos A, B, C e D afastados, e em seguida fazendo uma extrapolagao

conveniente das retas da titulagdo (Assumpcéo et al., 2008).
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Figura 26 — Titulacdo condutimétrica

PONTO DE EQUIVALENCIA

Acido Base
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Inicial Final
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Fonte: Elaborada pela autora.

Condutividade

A\ J

A quantidade de grupamentos carboxilicos dos materiais (amido natural,
oxidado e esterificado) foi determinada por meio de titulagdo condutimétrica
acido/base (Fig. 27). A partir da andlise grafica € possivel visualizar que na amostra
de amido natural, ndo ha presenca de COOH, uma vez que ndo ha Vi e V2, 0 que é
esperado uma vez que na molécula de amido antes das modificagbes ndo ha
grupamentos carboxilicos (COOH). Ja na amostra de amido oxidado, ha grupamentos
carboxilicos, o que era esperado uma vez que a etapa de modificacdo do amido por
oxidacdao substitui hidroxilas (OH) por acido carboxilico (COOH), tendo entédo sucesso
na modificacdo. Além disso, no amido oxidado h& maior quantidade de COOH em
comparacao com a amostra de amido ap6s reacdo de esterificacdo. Sugere-se que
houve substituicdo do COOH por grupamentos furanicos, tendo entdo sucesso nas
modificacdes.

Para confirmacao da andlise grafica, foi realizado o célculo (Eg. 2) utilizando o
volume gasto de titulante (NaOH 0.1M). A partir desse dado foi possivel determinar a
guantidade de COOH que foi substituida por grupamentos furanicos. Foi determinado
para o amido oxidado e esterificado respectivamente 1,60 mmols/g e 1,39 mmols/g,
sendo possivel determinar que o grau de substituicdo foi aproximadamente de 0,39

mmols/g, correspondendo a uma substituicdo de 13%.
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Figura 27 — Resultados titulacdo condutimétrica das amostras de amido
Amido natural
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: A — Amido natural; B — Amido oxidado; C — Amido esterificado.

5.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (RMN-1H)

O RMN-1H é uma técnica analitica na qual um nucleo absorve a radiacao
eletromagnética de uma frequéncia especifica, na presenca de um forte campo
magnético. A andlise do espectro de RMN-1H permite que se determine a formula
molecular, estrutural e até espacial da substancia.

De acordo com a andlise de RNM-1H das amostras (Fig. 28), os protons
caracteristicos do amido natural (controle) aparecem na posicdo 5.42 ppm e
corresponde ao préton H1 conforme indicado na estrutura quimica. Ja na amostra de
amido oxidado, os protons aparecem nas posi¢coes 5.42; 5.48 e 5.61 ppm indicando a
presenca de acidos carboxilicos provenientes da reacdo de oxidagdo. Além disso, é
possivel comparar os dados obtidos com a literatura (Fig. 29) no qual foi realizado o

RNM-1H do amido natural e oxidado com reagente TEMPO (Hao et al., 2016) e os
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resultados da presente pesquisa, corroboram com os resultados da literatura,
confirmando sucesso na reacéo de oxidacao.

Na amostra de amido esterificado, € possivel afirmar que os prétons que
aparecem nas posicdes 7.4; 6.2 e 6.4 ppm correspondem aos prétons H5, H4 e H3 do
furano conforme ilustrado na estrutura quimica (Fig. 28). Além disso, quando
comparado com a literatura, é possivel analisar através da Figura 30 que o proton H5
(7.4 ppm) e os prétons furano H3 + H4 (6.2—6.4 ppm) sdo claramente visiveis nas
mesmas posi¢des, confirmando a presenca de furanos na estrutura de amido
esterificado (Trovatti et al., 2015).

Ainda com base na literatura (Fig. 31) do RNM-1H do alcool furfurilico puro, foi
possivel analisar que na amostra de amido esterificado houve um excesso de
reagente na reacdo, observado em 4.54 ppm, sendo importante uma etapa de

purificacdo mais eficiente.

Figura 28 — RMN-1H resultado das amostras de amido
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 29 — Comparacao RMN-1H amido natural e oxidado
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Fonte: Adaptado de Hao et al., 2016.

Nos resultados do RNM-1H né&o foi possivel detectar deslocamentos na
amostra de amido esterificado, quando comparado com a literatura (Fig.31) que

apresenta deslocamento em 3.75 ppm.

Figura 30 — RMN-1H de furano incorporado em polimero Polibutanodieno (PBD)
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Fonte: Adaptado de Trovatti et al., 2015.
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Figura 31 — Espectro alcool furfurilico
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Fonte: Adaptado Chemical Book.

5.4.Reticulacdo do amido por reacdo de DA

Para confirmacdo da efetividade da técnica de reticulagdo do amido foi

realizada analise visual de viscosidade.

5.4.1. Analise visual de viscosidade e formacédo do hidrogel

Através da observacéo visual da viscosidade da amostra de amido, foi possivel
observar que antes de adicionar a bismaleimida o material apresentava baixa
viscosidade e apds adicionar a bismaleimida, houve um aumento visual desta
viscosidade, com a formacdo do hidrogel (Figura 32 e material complementar de
video) sugerindo assim que houve a reacdo de DA com a reticulacdo das moléculas
de amido, através da reacao entre furano-bismaleimida. Corroborando com dados da
literatura em que nanofibras de celulose foram modificadas e reticuladas através da
reacdo de DA e os autores concluiram que a viscosidade da mistura (celulose
modificada + bismaleimida) aumentou progressivamente, deixando de fluir e

assumindo carater de gel. Sugerindo que foram formadas pontes entre as nanofibras
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de celulose devido a formacao de ligacfes furano- maleimida via reacao de DA (Fig.
33, (Kramer et al., 2019)).

Figura 32 — Andlise visual da viscosidade

Bismaleimide
40°C
10 min.

—

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: A — Antes da reticulagdo; B — Ap0s reticulacéo.

Figura 33 — Comparacédo andalise visual viscosidade em nanofibra de celulose via DA

)

Fonte: Adaptado de Kramer et al., 2019.

5.5. Citotoxicidade celular - MTT

A viabilidade celular foi determinada utilizado o método MTT, que tem como
principio ser um teste colorimétrico. De maneira geral desidrogenases mitocondriais,
presentes apenas em células que sao metabolicamente viaveis, clivam o anel de
tetrazdlio do corante MTT, transformando-o de um composto de coloracdo amarela
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em um composto de coloracdo azul escuro/roxa, chamada de formazan [1-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan], que s&o cristais insoliveis em solucdes
aquosas (Fig. 34). A producdo de formazan indica o estado funcional da cadeia
respiratéria e indica através da coloracdo se as células apresentam-se viaveis na

amostra.

Figura 34 — Teste MTT
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Fonte: Elaborada pela autora.

As amostras testadas foram: amido natural (controle), amido oxidado, amido
esterificado, amido reticulado e reagentes (bismaleimida e alcool furfurilico). As barras
representam as médias individuais + desvio padrdo de cada amostra do experimento.
O controle negativo mostrou uma porcentagem padréo, ou seja, 100% de negatividade
de citotoxicidade. Nos testes observou-se que nas amostras de amido (natural,
oxidado, esterificado e reticulado) ndo foram consideradas téxicas em todas
concentracdes testadas (Fig. 35A), apresentando uma viabilidade celular superior a
70%. Sugerindo ser um material com potencial para aplicacdes na area da saude.

J& em relacdo aos reagentes utilizados nas reacbes quimicas de modificacao
(bismaleimida e alcool furfurilico), as células foram viaveis a partir da concentracao de
0,004mg/mL para ambas as amostras (Fig. 35B), sendo citotéxico (menor que 70%
de viabilidade) em concentracdes mais elevadas. O ICso da bismaleimida foi de
aproximadamente 0,29mg/mL (DP 0,004) e do alcool furfurilico aproximadamente de
0,12mg/mL (DP 0,002). Com base nos resultados encontrados, sugere-se que ambos
reagentes ndo permaneceram livres para exercer o efeito toxico apd6s a reacao
guimica com o material, uma vez que o material demonstrou viabilidade superior a
70% em todas as etapas de modificacbes quimicas e em todas concentracdes

testadas.



Figura 35 — Resultados da analise de viabilidade celular
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6 CONCLUSAO

e Conclui-se que houve sucesso na técnica de gelatinizacéo, através da observacéo
da quebra dos gréos de amido visualizada em MO.

e As modificagdes quimicas na amostra amido natural para amido oxidado foram
confirmadas através de FTIR onde foi possivel observar que em comparagao com
a amostra controle houve o aparecimento da banda correspondente aos
grupamentos C=0, sugerindo substituicdo da hidroxila (OH) do amido natural por
acido carboxilico (COOH) no amido oxidado. Confirmado através de RNM-1H em
que observou-se diferenca entre os protons do amido natural e oxidado. E através
da titulacdo condutimétrica, quantificou-se a presenca de carboxilas no amido
oxidado. Sugerindo sucesso na modificacao.

e Sugere-se sucesso na etapa de esterificacdo, pois através do FTIR foi possivel
observar diminuicdo da banda de C=0 e o aparecimento da banda correspondente
aos anéis furanicos sugestivo da substituicdo do acido carboxilico (COOH) do
amido oxidado em furanos. Confirmado através do RNM-1H que foi possivel
observar os prétons caracteristicos dos grupamentos furanos (H3, H4 e H5) na
amostra de amido esterificado. Além disso, através da titulacdo condutimétrica
guantificou-se que o grau de substituicdo de amido oxidado para esterificado foi
de aproximadamente 13% de substituigao.

e A etapa de reticulagdo com introducdo da bismaleimida via reacdo de DA, foi
realizada com éxito uma vez que analisou-se a formacao do hidrogel através da
andlise visual de viscosidade.

e Através do teste de citotoxicidade, conclui-se que o material se demonstrou viavel
em todas etapas e, em todas as concentracfes testadas.

Em concluséo, neste estudo, um método eficaz foi desenvolvido para preparar um
amido modificado passivel de mudanca de viscosidade e formacédo de hidrogel,
através da reticulacéo via reacéo de DA. Novos estudos podem ser realizados e esse
novo material pode ser promissor para produgéo de novos materiais com propriedades

e aplicacdes potenciais na area da saude.
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