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atormentar a sua mente."
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RESUMO

Hidrogéis sédo considerados uma rede polimérica tridimensional capaz de
absorver grandes quantidades de agua ou fluidos biolégicos e que podem ser
aplicados para a manutencao de células, nutrientes, drogas ou proteinas, bem como
matriz de suporte para crescimento celular e regeneracao de tecidos. Neste trabalho
foram desenvolvidos hidrogéis baseados em polissacarideos naturais, que foram
caracterizados e aplicados como cicatrizantes de lesdes cutaneas em ratos. Primeiro
foi desenvolvido um hidrogel baseado nas misturas de policaju/quitosana nas
propor¢cdes de 1:4 e 2:3 (p/p), cuja matriz foi formada seguindo ciclos de
secagem/hidratacdo em valores de pH especificos. Para a caracterizacdo destas
formulacbes, foram empregadas técnicas de espalhamento dinamico de luz,
espectroscopia de infravermelho, microscopia eletrénica de varredura e reologia.
Além disso, para o hidrogel de policaju/quitosana 1:4, foi avaliado o seu impacto na
cicatrizacdo de lesbes cutaneas em ratos (Registro de Patente n° BR 10 2014
014009-3), cujos resultados demonstraram que este hidrogel contribuiu para um
processo de cura e modulagédo da inflamacédo mais eficiente. Um Segundo hidrogel
foi preparado com 1,7% (p/v) de galactomanana (extraida de sementes de Cassia
grandis) e diferentes concentracdes de k-carragenana (0,3, 0,4 e 0,5% p/v), CaCl2
(0,0, 0,1 e 0,2 M) e pH (5,0, 5,5 e 6,0), utilizando um planejamento fatorial completo
22 baseado em parametros reolégicos. A melhor formulacdo foi obtida com 1,7%
(p/v) de galactomanana e 0,5% (p/v) de k-carragenana, contendo 0,2 M de CaCl2 a
pH 5,0. Ressonancia magnética nuclear e microscopia eletrénica de varredura foram
utilizadas a fim de caracterizar esta formulacdo do hidrogel. Além disso, um estudo
de prateleira foi conduzido ao longo de um periodo de 90 dias de estocagem a 4 °C,
avaliando pH, cor, contaminacdo microbiana e reologia. A capacidade cicatrizante
deste hidrogel também foi avaliada como curativo tépico, e assim como para o
hidrogel de policaju/quitosana, o hidrogel de galactomanana/k-carragenana também
contribuiu positivamente para o processo cicatricial; além disso, a incorporacédo de
bromelina na matriz deste hidrogel estimulou e acelerou este processo. Em
conclusdo, os hidrogéis de policaju/quitosana e galactomanana/k-carragenana
podem ser uma via promissora no campo de biomateriais e aplicacdes biomédicas.
Palavras-chave: Bromelina. Caracterizagdo de hidrogéis. Cicatrizagao.

Galactomanana. k-carragenana. Policaju. Quitosana.



ABSTRACT

Hydrogels are three-dimensional polymeric networks capable of absorbing
large quantities of water or biological fluids and can be used to preserve cells,
nutrients, drugs or proteins, as well as scaffold matrices for tissue engineering and
healing process. In this work we have developed, characterized and applied as
wound dressing, hydrogels based on natural polysaccharides. First we developed
hydrogels based on mixtures of policaju/chitosan at weight ratios of 1:4 and 2:3 (p/p),
which matrices were formed following rounds of drying/hydration cycles at a specific
pH value. For the characterization of these formulations, dynamic light scattering,
infrared spectroscopy, scanning electron microscopy and rheology techniques were
employed. Futhermore, for the 1:4 policaju/chitosan hydrogel, was evaluated the
impact of the hydrogel dressing at the wound healing of the cutaneous scars in rats
(Patent register n°® BR 10 2014 01409-3), which results demonstrated that this
hydrogel contributed to more efficient healing process and modulation of the
inflammation. A second hydrogel was prepared with 1.7 % (w/v) galactomannan
(from Cassia grandis seeds) and different concentrations of k-carrageenan (0.3, 0.4
and 0.5% wi/v), CaCl2 (0.0, 0.1 and 0.2 M) and pH (5.0, 5.5 and 6.0), using a 23 full
factorial design based on rheological parameters. The best formulation was obtained
with 1.7% (w/v) galactomannan and 0.5% (w/v) k-carrageenan, containing 0.2 M
CaCl2 at pH 5.0. Nuclear magnetic resonance and scanning electron microscopy
where used in order to characterize this hydrogel formulation. Further, a shelf life
study was carried out with this formulation along 90 days-period of storage at 4 °C,
evaluating pH, color, microbial contamination and rheology. The wound healing
capacity of this hydrogel was also evaluated as a topical dressing, and as was to the
1:4 policaju/chitosan hydrogel, the galactomannan/k-carrageenan also contributed for
the wound healing process; further, the incorporation of bromelain in the hydrogel
matrix stimulating and accelerating this processes. In conclusion, the
policaju/chitosan and galactomannan/k-carrageenan hydrogels can be a promising
road to biomaterials fabrication and biomedical applications.

Keywords: Bromelain. Chitosan. Cicatrization. Galactomannan. Hydrogels
characterization. k-carrageenan. Policaju.
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1 INTRODUCAO

Transformar pesquisa académica em processos e produtos comercializaveis
sempre é um desafio para empresarios e Universidades. Criar um produto que seja
competitivo com os similares importados é um obsticulo adicional. Segundo dados
do Ministério da Saude (2013), o setor de Biotecnologia oferece grande potencial de
desenvolvimento em varias areas. Na area de saude humana, foram investidos em
2013 cerca de R$ 9,4 bilhdes. O setor de producédo de curativos, materiais aplicados
diretamente sobre feridas, vem registrando uma velocidade de crescimento
surpreendente e a previsdo € que ja movimente algo em torno de R$ 150 a 200
milhdes por ano no Brasil. Com as boas perspectivas nesse segmento, a fabricacéo
de produtos inovadores e de valor semelhante aos ja comercializados seréao
futuramente aplicados como novas tecnologias.

Muitos produtos sintéticos comercializaveis contém agentes ativos,
componentes com atividades especificas responsaveis pela acdo desejada, além de
outros compostos com acdo ndo especifica que atuam como excipientes na
formulacdo. Estes agentes ativos muitas vezes sdo compostos instaveis, podendo
reagir com outros componentes da formulacdo, ou ainda provocarem irritacdes
guando aplicados diretamente na pele ou tecido.

Entre o grande numero de compostos bioativos naturais ndo-toxicos que
apresentam uma grande aplicacdo biotecnoldgica esta a bromelina, um conjunto de
proteases presentes no caule, talo, casca e polpa do abacaxi (Ananas comosus).
Estas enzimas apresentam diversas aplicacdes na area médica, todas baseadas em
sua atividade proteolitica (WU et al., 2012; CHOBOTOVA, VERNALLIS & MAJID,
2010), uma vez que sdo capazes de participar de varios processos fisioldgicos,
incluindo a morfogénese tecidual, reparacao tecidual, angiogénese e remodelagcao
do tecido, reduzindo hematoma, inchago, dor e tempo de cicatrizagao
(ROSENBERG et al., 2012; RAHM & LABOVITZ, 2007). Contudo, o problema em
utilizar tais enzimas pode se dar pela sua instabilidade, pois tratando-se de
proteinas, estdo sujeitas a inativacdo e/ou desnaturacéo dependendo da forma e do
meio onde séo aplicadas.

Neste contexto, os hidrogéis, uma rede polimérica tridimensional capaz de
absorver grande quantidade de agua ou fluido biolégico tém sido amplamente
utilizados para conservar células, nutrientes, drogas ou proteinas (LEFNAOUI &
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MOULAI-MOSTEFA, 2014; LIU et al., 2014b; DA-LOZZO et al., 2013). Os hidrogéis
sdo obtidos a partir de polimeros hidrofilicos (naturais ou sintéticos) e apresentam
um grande potencial de aplicacdo em diversas areas da biotecnologia (WANG et al.,
2014; ELLURU et al., 2013), contudo poucos estudos sdo reportados com relacdo ao
desenvolvimento de novos hidrogéis a base de polissacarideos naturais sem que
haja modifica¢cdes em sua estrutura quimica.

Entre os exemplos de polissacarideos naturais podemos citar: 1) O
polissacarideo extraido da goma do cajueiro Anacardium occidentale L. (Policaju),
um arabinogalactano capaz de formar hidrogéis e que apresenta potencial de
aplicagdo na cicatrizagao de lesdes cutaneas (SOARES et al., 2014; MONTEIRO et
al., 2007; SCHIRATO et al., 2006); 2) As carragenanas, que sado extraidas de algas
vermelhas da classe Rhodophyceae, em especial a k-carragenana, que tem sido
utilizada como espessante, gelificante e estabilizante na induastria alimenticia e
farmacéutica, bem como na reducédo e/ou eliminacdo da toxicidade em aplicacdes
biomédicas (LEFNAOUI & MOULAI-MOSTEFA, 2014; HEZAVEH & MUHAMAD,
2013; SALGUEIRO et al., 2013); 3) A quitosana, obtida pela desacetilacéo alcalina
da quitina, que possui uma excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade, propriedades curativas e hemostaticas, bem como atividade
antimicrobiana (ZANG et al., 2014; MIGUEL et al., 2014; MADHUMATHI et al.,
2009); e 4) As galactomananas extraidas do endosperma de sementes de
leguminosas, que apresentam propriedades particulares como massa molar elevada,
solubilidade em agua e carater ndo iénico (POLLARD et al., 2010; GILDLEY & REID,
2006), além da grande capacidade de moldar filmes/membranas (CERQUEIRA et
al.,, 2011; CERQUEIRA et al, 2009) e atuar como agente gelificante
(ALBUQUERQUE et al.,, 2014; PEREIRA-NETTO et al.,, 2012; PINHEIRO et al.,
2011).

Dentro deste contexto, visando o aproveitamento de matérias primas naturais,
o0 presente trabalho visou o desenvolvimento de novos hidrogéis a base de
polissacarideos, com ou sem bromelina incorporada, a caracterizacdo dos mesmos

e sua aplicacdo na area biomédica como agentes cicatrizantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter, caracterizar e aplicar como curativo topico novos hidrogeéis preparados

a base de polissacarideos com ou sem bromelina incorporada.

2.2 Objetivos Especificos

a)
b)
c)
d)

e)

f)
)

Extrair o polissacarideo da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.);

Obter hidrogéis a base dos polissacarideos da goma do cajueiro e quitosana;
Extrair a galactomanana das sementes de Cassia grandis;

Obter hidrogéis a base dos polissacarideos galactomanana e k-carragenana;
Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis obtidos através do
tamanho de particulas (DLS), potencial zeta, microscopia eletrénica de varredura
(MEV), espectroscopia de infravermelho transformada de Furrier (FTIR),
ressonancia magnética nuclear (RMN), reologia, absor¢éo de Agua (A.A.%);
Imobilizar bromelina a matriz do hidrogel galactomanana/ k-carragenana;

Avaliar a atividade cicatrizante dos hidrogéis obtidos em lesGes cutaneas

(ensaios in vivo).
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 BIOMATERIAIS

Um biomaterial é definido como toda substancia (exceto farmacos), ou
combinacéo de substancias, natural ou sintética, que pode ser utilizada por qualquer
periodo de tempo, visando tratar, reparar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou
funcdo do corpo, implantados a este temporariamente ou permanentemente (CHEN
& THOUAS, 2015).

Historicamente, os biomateriais desenvolveram-se a partir de uma
combinacao satisfatoria de propriedades fisico-quimicas préximas aquelas do tecido
substituido, contando que apresentassem uma resposta téxica minima para o
hospedeiro. Olhos, orelhas, dentes e narizes artificiais foram encontrados em
civilizacBes pré-histéricas. Chineses e indianos usavam ceras, colas e tecidos na
reconstrucao de partes perdidas ou defeituosas do corpo (RATNER et al., 2013).

Hoje, os biomateriais sdo utilizados largamente na &rea biomédica,
principalmente na forma de implantes ou dispositivos médicos (suturas, placas para
reforco ou revestimento de 0ssos, substituicdo de articulacdes, implantes dentarios,
marca-passos, biossensores, etc.) com a finalidade de substituir e/ou restaurar a
funcdo de organismos, tecidos traumatizados ou degenerados, corrigindo e
melhorando a qualidade de vida dos pacientes (CHEN & THOUAS, 2015).

O mercado mundial de biomateriais esta estimado para chegar a 88,4 bilhdes
de doélares em 2017 a partir de 44,0 bilhdes de dolares calculados em 2012,
crescendo a uma taxa anual meédia de 15%. O aumento dos investimentos,
financiamento e subsidios por 6rgdos governamentais em todo o mundo, o aumento
incessante do numero de colaboracdes, conferéncias e atividades relacionadas com
a pesquisa, 0os avancos tecnoldgicos, cada vez mais aplicacdes de biomateriais, e 0
crescente numero de idosos s&o o0s principais fatores que impulsionam o
crescimento dos biomateriais no mercado mundial. As reacbes imunoldgicas e
inflamatorias, sistemas regulatérios rigorosos, fadiga, fratura, desgaste e
preocupagdes com reembolso sdo o0s principais impedimentos para conter o
mercado dos biomateriais (BIOMATERIALS MARKET, Em:
http://mww.marketsandmarkets.com/Market-Reports/biomaterials-393.html.

Acessado em: 20/11/2014). Portanto, uma boa caracterizagcdo das propriedades
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fisico-quimicas do biomaterial é previamente necesséria para avaliar se o mesmo é
apto a ser aplicado.

Assim, o critério de selecdo de um biomaterial comeca avaliando-se as
propriedades requeridas para a aplicagdo em questdo. As propriedades fisicas,
quimicas e mecéanicas devem ser avaliadas na escolha dos materiais, tais como
fadiga, resisténcia, taxa de permeacdo a gases, rugosidade, bioatividade,
biocompatibilidade, entre outras. Além disso, tais propriedades sdo extremamente
sensiveis as variagcbes na estrutura do material, quer seja na escala micro ou
nanomeétrica, € fundamental que se conheca as relagbes entre a microestrutura e as
propriedades desejadas (RATNER et al., 2013). Deve ser mencionado ainda que o
prefixo "bio" de biomateriais refere-se a "biocompativel”, ao invés de "biolégico” ou
"biomédico”, como é muitas vezes confundido.

A biocompatibilidade € condi¢do indispensavel para o emprego de um
material como biomaterial. Trata-se da habilidade de desempenhar uma fungcdo com
uma resposta tecidual e biologica apropriada dentro da aplicacdo especifica a que
se destina. Isto significa que estes materiais ndo devem desencadear reacdes
desfavoraveis, imprevisiveis ou incontrolaveis nos sistemas bioldgicos, ou seja,
devem ser atoxicos, ndo carcinogénicos, nao alergénico, ndo mutagénicos e nao
trombogénicos (CHEN & THOUAS, 2015).

Quanto aos diferentes tipos de materiais com 0s quais sao desenvolvidos, 0s
biomateriais podem ser metalicos, ceramicos, poliméricos (naturais ou sintéticos) ou
compoésitos (WONG & BRONZINO, 2007). Alguns desses biomateriais com as
respectivas funcdes e composicoes sao apresentados na tabela 1.



Tabela 1 - Exemplos de metais, ceramicas, polimeros e compdésitos na producdo de biomateriais.
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Metal
Material

Biomaterial (Aplicacéo)

Referéncia

Aco inox (316 L);
Ligas Cr-Co-Mo;
Ligas Ni-Cr, Au-Pd, Ag-Pd; Ti.

Préteses ortopédicas; implantes dentais; parafusos; placas e

pinos (fixacao de fraturas); valvulas cardiacas.

CHEN & THOUAS, 2015;
LATIFI et al., 2014; LUO & LI,
2014; YAVARI et al., 2014.

NiITi.

Fios ortodonticos; “stents” vasculares; limas endodoénticas.

TOFAIL et al., 2014; YANG et
al., 2014a.

Ceramica

Material

Biomaterial (Aplicacé&o)

Referéncia

Alumina (Al203);
Zirconia (ZrOg).

Préteses ortopédicas e dentarias; enxerto 6sseo (suporte para

crescimento de tecido em proteses cardiovasculares, ortopédicas

e bucomaxilofaciais).

SOH, KOLOS & RUYS,
2015; LOPEZ-LOPEZ,
MORENO & BAUDIN, 2015;
KURTZ et al., 2014.

Hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH)2].

Reparo 6sseo; Implantes nasais e auriculares (Reconstrucao

maxilofacial); obliteracdo de bolsas periodontais.

KATTI et al., 2015; COX et
al., 2015.

Tricalcio-fosfato [Cas(POa)z].

Preenchimento temporario do espaco 6sseo (cimento 0sseo).

ALSHEMARY et al., 2015;
GARCIA-PAEZ et al., 2014.
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Polimeros

Material

Biomaterial (Aplicacéo)

Referéncia

Polietileno(glicol); poli(cloreto de vinila);
poliéster; borracha de silicone; poli(tereftalato

de etileno); politetrafluoretileno.

Implantes cardiovasculares; Carreadores
de farmacos (suporte para a imobilizacao

de biomoléculas).

XU et al., 2015; ULBRICHT, JORDAN
& LUXENHOFER, 2014; MORRIS &
KYRIAKIDES, 2014; TU et al., 2013.

Polipropileno; Seda; Nailon.

Nanofibras; Suturas (manutenc¢ao de

contato entre tecidos para auxiliar na

DINIS et al., 2015; WOLF et al., 2014,
ABDAL-HAY et al., 2014.

cura).
] - KUNERT-KEIL et al., 2015; CHEN et
Colageno tratado. Pele artificial.
al., 2015.
Compoésito
Material Biomaterial (Aplicacao) Referéncia

Composito polissulfona-fibra de carbono;
compoésito de acido polilatico-acido

poliglicolico.

Pinos intramedulares (alinhamento de

fraturas).

STANKOVA et al., 2014;
ABDULKHANI et al., 2014; LU et al.,
2013.

Composito de espuma de policaprolactona
(PCL) — filme de PCL.

Pele artificial.

Jl et al., 2015; JANG et al., 2014a.

FONTE: PROPRIO AUTOR (2015).
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Quanto aos materiais poliméricos, o0s biopolimeros, macromoléculas
derivadas de seres vivos, estdo entre os mais utilizados em aplicacdes biomédicas,
destacando-se o algodao e a seda na producdo de membranas para o suporte de
biomoléculas, fios de sutura, etc. (MODJARRAD & EBNESAJJAD, 2014). Os
biopolimeros também tém sido aplicados no desenvolvimento de géis, um
biomaterial com ampla aplicacdo ndo s6 na area biomédica, como também na

alimenticia, cosmética e farmacéutica (BUWALDA et al., 2014).

3.1.1 Géis

Géis sdo biomateriais de natureza intermediaria entre liquidos e solidos,
definidos como uma rede polimérica entrecruzada intumescida em um meio liquido
(NIAOUNAKIS, 2015; OSADA et al., 2001). De maneira geral, nos géis as cadeias
poliméricas estdo conectadas entre si formando uma rede entrelacada, o que
confere rigidez a estrutura, sendo a fase continua, ou dispersante (liquido), mantida
dentro de malhas e a fase dispersa (polimeros) encontra-se frequentemente
presente em pequena quantidade (OSADA et al., 2001).

Os géis apresentam propriedades mecéanicas de um sdlido, ou seja, eles
podem se auto sustentar e manter suas formas sob esforco mecanico. Em outras
palavras, apresentam “resiliéncia”, isto €, possuem a capacidade de absorver
energia quando deformados elasticamente por uma forga tensionante e libera-la
guando descarregado, recuperando completamente suas dimensées originais apés
a retirada da tensao (HAN, 2007).

Ha muitas maneiras de se obter um gel. Para tal, toda solucao polimérica
passara pelo processo de gelificacdo. Em geral, € o processo de transicdo de
solucéo de alta massa molar para gel, ocasionado pelas interacdes entre as cadeias
poliméricas ou sistema coloidal, perdendo assim sua habilidade de fluxo. Essa
transicdo ocorre pela acdo de um agente reticulador quimico no caso de geéis
guimicamente reticulados, ou alteragOes fisicas, tais como pH, temperatura ou
concentracéo do polimero, por exemplo, para o caso de géis fisicamente reticulados
(OSADA et al., 2001).

Provavelmente, o gel mais conhecido seja a “gelatina”, onde a rede é feita de
polimeros de derivados proteicos (colageno), na qual apenas 3% do volume

hY

correspondem ao polimero, enquanto o restante corresponde a por¢do liquida
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(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). Entre outros exemplos de géis esta o fluido aquoso

contido entre a cornea e o cristalino que preenche o interior do olho, o revestimento
das células epiteliais do estbmago e o fluido sinovial que lubrifica as juntas do
esqueleto (SMITH et al., 2014; LAI et al.,, 2009; HOLEKAMP, 2010). Em tais géis
biolégicos, o componente liquido permite a livre difusdo de gases e nutrientes e a
rede polimérica € a matriz estrutural que mantém o liquido aprisionado.

Além dos géis biolégicos citados acima, existem outros tipos de geéis
organicos e inorganicos sintetizados pelo homem. Levando-se em conta a natureza
do solvente e fase coloidal, o nUmero de fases, a afinidade entre as fases e a
natureza das ligacfes entre as cadeias poliméricas, os géis podem ser classificados

de diferentes maneiras (Tabela 2).
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Tabela 2 - Classificacdo e aplicacdo dos géis quanto a natureza da fase liquida e fase coloidal, o0 niumero de fases, a afinidade

entre as fases e a natureza das liga¢des entre as cadeias poliméricas.

Critério de ' ' o
. . Tipo de Gel Descricao Exemplos Referéncias
classificagcéo
_ o - _ KIM et al., 2014; GRIFfiN et
Hidrogel Substéncia hidrofilica Gel de silica; metilcelulose.
al., 2014.
Natureza do ) o . Oleo de insetos; GRAVELLE et al., 2014;
Oleo-Gel Substéncia hidrofébica
solvente ethycellulose. PATEL et al., 2013.
HARLEY-TROCHIMCZYK et
Aerogel; Xerogel Ar Sensor de gases.
al., 2015; LIU et al., 2014a.
Natureza da fase Orgéanico Monofasico Carbopol®. JANA et al., 2014.
coloidal Inorganico Bifasico* SiO2, TiO2, PbO. CHAN et al., 2014.
Afinidade entre as Liofilo Grande afinidade Gelatina. GAOWA et al., 2014.
duas fases Liéfobo Pouca afinidade Silica-Gelatina. SMITHA et al., 2007.
o L Copolimero divinil-benzeno-
Quimico LigacOes covalentes . MOURA et al., 2013.
Natureza das estireno.
ligacOes entre as Ligac@es ibnicas; Pontes
_ _ _ . _ o SOARES et al., 2014;
cadeias _ de hidrogénio; Interacbes Gel de Alginato; Policaju-
o Fisico T _ GENTILE, GRECO &
poliméricas hidrofobicas; Forcas de Quitosana.

Van der Waals

LAROBINA, 2013.

*geralmente; FONTE: PROPRIO AUTOR (2015).
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Dos tipos de géis apresentados na tabela 2, os hidrogéis estdo entre os mais
empregados industrialmente, pois apresentam boas propriedades mecanicas que
Ihes garantem facil espalhamento e remocdo, e que devido a sua nhatureza
hidrofilica, podem veicular principios ativos hidrossoluveis e lipossoliveis (em

associacao com agentes dispersantes) (AHMED, 2013).

3.1.2 Hidrogéis

Os hidrogéis séo definidos como uma rede polimérica tridimensional capaz de
absorver grande quantidade de agua ou fluido biolégico. Quimicamente, os hidrogéis
sdo baseados em polimeros hidrofilicos, que sdo intercruzados para prevenir a sua
dissolucdo em agua, podendo assim ser utilizados para conservar células,
nutrientes, drogas ou proteinas. Em um ambiente aquoso, os grupos hidrofilicos da
rede polimérica sdo hidratados e geram a estrutura em "rede" do hidrogel. O termo
“rede" implica intercruzamento quimico ou fisico entre os grupamentos ativos dos
polimeros em composicdo. Além disso, os hidrogéis podem ser formulados em uma
variedade de formas fisicas, incluindo desde placas a micro e nanoparticulas, até
revestimentos e filmes ediveis (LEFNAOUI & MOULAI-MOSTEFA, 2014; LIU et al.,
2014b; DA-LOZZO et al., 2013).

Geralmente, as soluc¢des aquosas de polimeros hidrofilicos em concentracfes
baixas ou moderadas sdo completamente fluidas. Por outro lado, uma vez que
ligacbes cruzadas entre as diferentes cadeias de polimeros séo introduzidas, as
"redes" assim obtidas transformam-se completamente adquirindo natureza
viscoelastica e, por vezes, completamente sélida (HENNINK & VAN NOSTRUM,
2002; CUGGINO et al., 2008).

Dependendo do tipo de ligacdo existente entre as cadeias poliméricas que
formam a matriz dos hidrogéis, estes, assim como 0s demais tipos de géis, podem
ser também classificados em hidrogeéis fisicos ou quimicos. Nos hidrogéis fisicos
(Figura 1), também chamados de “pseudogéis”, as cadeias poliméricas estao unidas
por interacdes ndo covalentes, que podem ser facilmente desfeitas através de
mudanc¢as na temperatura e pH, por exemplo. Dentre estas interacées, podemos
destacar as forcas eletrostaticas, as ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas
e enovelamento das cadeias poliméricas (AHMED, 2013). Ja nos hidrogéis quimicos

ou permanentes (Figura 1), a estrutura tridimensional é coesa gracas a ligagbes
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covalentes entre as cadeias poliméricas, e que ndo sdo facilmente desfeitas com
aguecimento ou adicdo de solventes, mas podem ser degradadas por reacdes

quimicas e quebradas sob estresse mecanico (AHMED, 2013).

Figura 1 - Estruturas representativas de hidrogéis quimicos e fisicos.
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FONTE: Adaptado de AOUADA (2009); HOFFMAN (2002).
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Ainda no que diz respeito a classificacdo dos hidrogéis, estes ainda podem
ser classificados em uma rede polimérica interpenetrante (IPN) ou uma rede

polimerica semi-interpenetrante (semi-IPN) (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo esquemética da formacédo de um sistema semi-IPN e IPN.
Os polimeros A e B sédo polimeros genéricos (lineares ou ramificados). o e f séo

ligantes genéricos quimicos ou fisicos.
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FONTE: MATRICARDI et al. (2013).

Segundo a IUPAC, “um hidrogel IPN corresponde a interacao entre polimeros

com duas ou mais cadeias poliméricas as quais estdo pelo menos parcialmente
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intrelacadas numa escala molecular, mas ndo covalentemente ligadas entre si e que
ndo podem ser separadas a menos que as ligacbes quimicas sejam quebradas.
Uma mistura entre duas ou mais cadeias poliméricas pré-formadas, ndo é um
sistema IPN”. Por outro lado, “um hidrogel semi-IPN correponde a interacao entre
polimeros com uma ou mais cadeias poliméricas lineares ou ramificadas
caracterizadas pela penetracdo numa escala molecular de pelo menos uma das
cadeias por pelo menos uma das macromoléculas lineares ou ramificadas”
(JERKINS et al., 1996).

Devido a sua capacidade de absorcédo de agua, os hidrogéis ndo sdo apenas
objeto de investigacédo de pesquisadores interessados em aspectos fundamentais no
gue diz respeito ao inchamento das redes poliméricas, mas também possuem ampla
aplicacdo em diferentes areas biotecnolOgicas, por exemplo, como materiais para
lentes de contato e separacdo de biomoléculas ou células, matrizes para a
imobilizacdo de células, como dispositivos para a liberacdo controlada de compostos
bioativos (LIM, TEY & CHAN, 2014), em praticas clinicas da medicina experimental
para a engenharia e regeneracao de tecidos (MIGUEL et al., 2014; HU et al., 2012),
diagnésticos, além de servirem de materiais de barreira para regular aderéncias
biolégicas a exemplo das lentes de contato (WANG et al., 2010).

Os hidrogéis também sdo biocompativeis, sendo a biocompatibilidade
promovida pelo seu alto teor de agua e as semelhancas fisico-quimicas que
possuem com a matriz extracelular nativa de tecidos orgéanicos, tanto de composicao
(sobretudo no caso de hidrogéis a base de carboidratos) quanto mecanicamente
(WANG et al., 2014; ELLURU et al, 2013). A biodegradabilidade da matriz
polimérica pode ser projetada através de via enzimética, além de vias hidrolitica ou
ambiental (por exemplo, pH, temperatura ou campo elétrico), no entanto, a
degradacdo nem sempre € desejavel, dependento do tempo de liberacéo e local de
entrega da biomolécula (LIM, TEY & CHAN, 2014). Além disso, hidrogéis séo
relativamente deformaveis e podem se adaptar a forma da superficie a qual eles sé@o
aplicados. Neste ultimo contexto, as propriedades de muco ou bioadesividade de
alguns hidrogéis pode ser vantajosa para imobiliza-los no local da aplicacdo, mesmo
que a superficie topica ndo seja horizontal (HOARE & KOHANE, 2008).
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3.2 TECNICAS PARA CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS

Para inclusdo no mercado como um novo biomaterial, os hidrogéis devem ser
cuidadosamente caracterizados. A utilizacdo de técnicas que permitem avaliar seu
comportamento mecanico, grau de intumescimento, a estrutura da matriz e tipo de
interacdo entre as cadeias poliméricas (reologia, absorcdo de agua, microscopia
eletrbnica de varredura, ressonancia magnética nuclear e espectroscopia na regiao
do infravermelho), além de suas propriedades biolégicas (especificidade de tecidos,
atividade celular e biocompatibilidade), s&o importantes para determinar em qual
area da industria o hidrogel podera ser aplicado (HAN, 2007; AHMED, 2013).

3.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho transformada de Fourier (FITR)

Um dos maiores problemas fundamentais na avaliacdo da estrutura de géis
poliméricos € a analise estrutural a nivel molecular, em particular, a determinacéo da
conformacdo molecular e analise quantitativa. Varios hidrogéis fisicos obtidos a
partir de solu¢des poliméricas semicristalinas sdo conhecidos por formarem redes
poliméricas com alto grau de organizacdo. Além disso, na organizacdo dos
polimeros como a gelificacdo ou cristalizacdo, o ordenamento da conformacéo
molecular € fundamental. A espectroscopia na regido do infravermelho é um dos
métodos mais utilizados para obtencdo do conhecimento acerca desses processos.
A interacdo entre o polimero e o solvente no processo de formacédo do hidrogel é
também um importante problema, e informacdes sobre estas interacdes também
podem ser obtidas (OSADA et al., 2001).

Segundo Solomons & Fryhle (2011), a espectroscopia no infravermelho,
fornece evidencias da presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica
devido a interacdo das moléculas ou &tomos com a radiacdo eletromagnética em um
processo de vibracdo molecular. As ligacbes covalentes que constituem as
moléculas organicas estdo em constantes movimentos axiais e angulares. A
radiacdo no infravermelho faz com que atomos e grupos de atomos de compostos
organicos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligacées covalentes que
os ligam.

As vibracées moleculares podem ser de dois tipos: deformacdes axiais e

deformacgbes angulares (Figura 3). Quando a deformacgao ocorre na dire¢éo do eixo
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da molécula, a distancia interatbmica aumenta e diminui alternadamente e o modo
de vibracdo é denominado estiramento ou deformacdo axial. As vibracbes de
deformacédo angular correspondem ao movimento de um grupo de atomos em
relacdo ao resto da molécula, sem que as posicoes relativas dos atomos do grupo
se alterem. Essas deformagdes recebem a denominagao de deformagao angular
simétrica e assimétrica no plano e deformacdo angular simétrica e assimétrica fora
do plano (STUART, 2004).

Figura 3 - Tipos de deformacdes axiais e angulares.
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FONTE: SOLOMONS & FRYHLE (2011).

A rigidez das ligacdes é medida pela constante de forca K. Esta € a mesma
constante da lei de Hooke para forca de restauracdo de uma mola. Forca = — K X
(deslocamento) (STUART, 2004). Em suas vibracdes, as ligacbes covalentes
comportam-se como se fossem molas minasculas conectando os atomos, quando 0s
atomos vibram, elas podem vibrar apenas em determinadas frequéncias, como se as
ligagcbes estivessem “sintonizadas”. Em fungdo disso, os atomos ligados
covalentemente tém apenas niveis de energia vibracionais especificos. A excitacéo
de uma molécula de um nivel de energia vibracional para outro ocorre apenas
quando o composto absorve a radiacdo no infravermelho de uma energia especifica,

significando um comprimento de onda ou frequéncia especifico, desde que:

AE=h Xv
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onde AE é a diferenca de energia entre dois estados quantizados, h é a constante de
Planck e v é a frequéncia do numero de oscilacdes eletromagnéticas na distancia
em que a luz viaja em um segundo.

A frequéncia de uma determinada vibragdo de estiramento em um espectro
no infravermelho pode estar relacionada aos seguintes fatores: massa relativa dos
atomos; constante de forca das ligacdes; geometria dos atomos. Atomos leves
vibram a frequéncias mais altas do que os atomos mais pesados. As ligacdes triplas
sdo mais rigidas do que as duplas, que sdo mais rigidas que as ligagcbes simples,
logo as ligacdes triplas vibram a frequéncias mais altas. O valor numérico da
frequéncia de absorcéo pode ser estimado através da equacdo matematica derivada

da lei de Hooke (STUART, 2004):
1
2
_ 1 f
V= 21C MXMV
MX+MY

onde, 17 = frequéncia vibracional em cm;

C = velocidade da luz em cm/seg;
f = constante de forca de ligacdo em dinas/cm;

Mx e My = massas dos atomos X e Y em gramas.

A vantagem em se utilizar a espectroscopia na regido do infravermelho esta
na pequena quantidade de amostra necessaria (miligramas) e alta resolucdo dos
espectros quanto a utilizacdo de amostras secas, além de ndo ser agressivo
(PEREIRA et al., 2003). Contudo, a técnica convencional necessita de
procedimentos técnicos laboriosos para obter espectros com uma boa relacéo
sinal/ruido (CHOPIN & WHALEN, 1993). Esta limitacdo foi superada com o
desenvolvimento de técnicas de infravermelho utilizando o interferébmetro proposto
por Michelson associado ao algoritmo transformado de Fourier (Figura 4), dando
origem a espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier (SMITH, 2011). A
radiacdo que emerge da fonte é passada através de um interferometro para a
amostra antes de atingir um detector. Apés a amplificagcdo do sinal, no qual as

contribuicbes de alta frequéncia sdo eliminadas por um filtro, os dados sao
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convertidos para a forma digital por um conversor analdgico/digital e transferidos
para o computador pela transformagéo de Fourier.

Figura 4 - Componentes basicos de um espectrofotdmetro FITR.

teferéncis

espelho ’ Wﬂ

y 4

fotomutt iplicadors processador
monacramador
< < espeho
fante de infravermelho detector
espehds, m y ' —

amastra espeho

coleta dos dados

FONTE: Adaptado de STUART (2004).

Na analise estrutural de géis poliméricos (OSADA et al., 2001), para uma boa
caracterizacdo, faz-se necessario o estudo dos espectros em separado dos
polimeros envovidos na formacdo da estrutura em rede do gel. Nesta analise, em
geral, cinco regides podem ser distinguidas no espectro normal (entre 4000 e 400
cml):

(1) Regido de estiramentos O—H e C—H, entre 3600 e 2800 cm™;

(2) Regido de simetria local, entre 1500 e 1200 cm™;

(3) Regido de estiramentos C=0, entre 1200 e 950 cm?;

(4) Impressao digital ou regido anomérica, entre 950 e 700 cm'?;

(5) Regido esquelética, abaixo de 700 cm™.
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3.2.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A teoria de espalhamento de luz dinamico (Dinamic Light Scattering — DLS) é
uma técnica utilizada para medir o tamanho de particulas na faixa de nanémetros ou
mesmo microns. O conceito usa a ideia que pequenas particulas em suspenséo se
movem aleatoriamente (movimentos “Brownianos”). Particulas maiores se
movimentam mais lentamente que particulas menores se a temperatura é a mesma
e, de acordo com a Teoria Cinética Molecular de Einstein, moléculas que sdo muito
menores sao capazes de mudar suas dire¢Oes e velocidades (LUCAS, SOARES &
MONTEIRO, 2001). Na andlise de géis, a técnica de DLS é capaz de identificar e
medir o tamanho das particulas de solucdes poliméricas que se aglomeram durante
o processo de gelificacdo além de estruturas ramificadas de microgéis (OSADA et al.,
2001).

Através do DLS pode-se obter o coeficiente de difusdo das macromoléculas
presentes na solucdo polimérica, a partir da andlise da distribuicdo de frequéncia na
intensidade de luz espalhada em uma dada direcdo, isto é, a deteccdo da
intensidade de luz espalhada a um angulo fixo. Essas flutuagbes originam-se das
variacbes no indice de refracdo dentro do volume de espalhamento, devido ao
“‘movimento Browniano” das particulas (LUCAS, SOARES & MONTEIRO, 2001).
Dessa forma, relaciona-se o tamanho das particulas com a mudanca na frequéncia

da luz (Figura 5).

Figura 5 - Esquema de um espalhamento de luz dinamico.
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FONTE: ZETASIZER NANO SERIES - User Manual (2004).
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Devido a maior velocidade de particulas menores, h4 uma maior mudanga na
frequéncia comparada a particulas maiores e € essa diferenca que € usada para
caracterizar um histograma de distribuicdo de tamanho de um “pool” de particulas.
Contudo, esta mudanca na frequéncia é bastante influenciada pelo “efeito Doppler”.
Este € um efeito bem conhecido de acordo com o qual a frequéncia da fonte de
movimento (a macromolécula) € deslocada para valores mais altos ou mais baixos
se a fonte estiver movendo-se para mais perto ou mais longe do detector em funcéo
do tempo (LUCAS, SOARES & MONTEIRO, 2001).

Considerando a intensidade média do sinal detectado em um tempo “t’, com a
intensidade de um sinal detectado em um tempo final “tf", os dois sinais nao terao
qualquer relacdo entre si, pois as particulas se movem em direcdes aleatérias
(devido ao “movimento Browniano”). Nesta situacdo, € dito que ndo ha nenhuma
correlacao entre os dois sinais. Contudo, no DLS a escala de tempo de deteccéo (6t)
€ muito pequena (na ordem de 1us ou menor), e a perfeita correlacdo de sinais em
um tempo “t” é reportada como 1 e a nao correlagéo de sinais como 0. Se a medida
dos sinais for continua em (t + 38t), (t + 46t), (t + 58t), (t + 66t), etc., a correlacdo de
sinais eventualmente chegard a 0 (Figura 6) (LUCAS, SOARES & MONTEIRO,
2001).

Figura 6 - Correlacéo de sinais em funcédo do tempo para um aparelho de DLS.
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FONTE: ZETASIZER NANO SERIES - User Manual (2004).
Partindo desse principio, se particulas de grandes dimensdes estdo sendo

mensuradas via DLS, a medida que se movem lentamente, a intensidade do padrao

de correlacdes de sinais detectados ira também variar lentamente. E similarmente se
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particulas pequenas estdo sendo mensuradas, a medida que se movem

rapidamente, a intensidade do padréo dos sinais flutuara rapidamente (Figura 7).

Figura 7 - Correlacao de sinais em funcdo do tempo para particulas de pequenas e
grandes dimensoes.
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FONTE: ZETASIZER NANO SERIES - User Manual (2004).

Depois da funcéo de correlagdo ser determinada, a mesma pode entéo ser utilizada
para calcular o tamanho das particulas em uma solucdo. O aparelho de DLS utiliza
algoritmos para extrair as taxas de decaimento desta correlacdo de sinais (D) e as
converte no que se conhece como raio hidrodinamico (Rn) (Figura 8), através da
Equacéo de Stokes-Einstein (LUCAS, SOARES & MONTEIRO, 2001):

kT
~ (6mnD)

onde, k = constante de Boltzmann;

Ry,

T = temperatura em Kelvin;

n = viscosidade do solvente.
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Figura 8 - Exemplo da distribuicio do tamanho médio das particulas em uma
solugdo em funcgéo da intensidade da correlagdo de sinais gerada por um aparelho
de DLS.
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FONTE: ZETASIZER NANO SERIES - User Manual (2004).

3.2.3 Potencial Zeta (&)

O potencial zeta (£) das amostras planas representa 0 comportamento elétrico
da superficie que ocorre na presenca de uma solucao aquosa. Ele da informacéao
sobre a natureza e a dissociacdo de grupos reativos (funcionais), a polaridade,
hidrofilicidade ou hidrofobicidade de uma superficie sélida e, indiretamente, a
natureza quimica da amostra estudada a cerca de ions e solvatacdo da agua
(DELGADO et al., 2005; HUNTER, 1981). Esta informacdo é importante para a
caracterizacdo de géis poliméricos, pois todo polimero em solucdo apresenta um
potencial zeta, ou carga elétrica superficial. A sua medi¢do e conhecimento é crucial
para aperfeicoar o processamento de preparo dos géis, prevendo estabilidade das
formulac@es, interacbes entre os polimeros envolvidos, além de servir como um
método de controle de qualidade (HUNTER, 1981).

Em solugdo, a presenca de uma carga liquida sobre uma particula afeta a
distribuicdo dos ions que a rodeiam, 0 que resulta em um aumento na concentragao
de contra ions. A regido em que essa influéncia se estende € chamada de dupla
camada elétrica, a qual, convencionalmente, é considerada como a existéncia de
duas regides separadas, a camada central e a camada difusa (Figura 9). No entanto,
0 potencial zeta ndo é igual ao potencial central ou o potencial de superficie da dupla
camada (KIRBY, 2009), porque estas séo definidas em locais diferentes. A camada

central é a regido proxima da particula na qual os ions estdo fortemente ligados,
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enquanto a camada difusa é a regido afastada onde os ions estdo fracamente
associados.

Figura 9 - Diagrama que mostra a concentracao ionica e a diferenca de potencial em
funcdo da distancia da superficie carregada de uma particula em suspensdo num

meio de dispersao.
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FONTE: Adaptado de KIRBY (2009); HUNTER (1981).

A medida que a particula se move através da solucéo, devido a gravidade ou
uma tensdo aplicada, os ions movem-se juntamente. A alguma distancia a partir da
particula, ndo existe um "limite", existirdo ions que ndo se moverdo mais com a
particula. Esta é conhecida como a superficie de corte hidrodinamico, ou o plano de
deslizamento que existe em algum lugar dentro da camada difusa. E o potencial que
existe no plano de deslizamento que é definido como o potencial zeta (HUNTER,
1981).

O potencial zeta € um indicador chave da estabilidade de solucdes
poliméricas. A magnitude do potencial zeta indica o grau de repulsdo eletrostéatica

entre particulas adjacentes, igualmente carregadas em uma dispersdo. Para
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moléculas e particulas que sao suficientemente pequenas, um potencial zeta
elevado ir4 conferir estabilidade, ou seja, a solucdo ou dispersdo ira resistir a
agregacdo. Quando o potencial € baixo, forcas atrativas podem exceder essa
repulsa e a dispersédo pode quebrar e flocular (HANAOR et al., 2012; GREENWOOD
& KENDALL, 1999). Entdo, solucbes poliméricas com elevado potencial zeta
(negativo ou positivo) sdo eletricamente estiveis, enquanto as que apresentam

baixos potenciais zeta tendem a coagular ou flocular, conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3 - Estabilidade de solu¢des poliméricas em funcéo do potencial zeta.

Potencial zeta (mV) Comportamento
DeOath Réapida coagulacao ou floculacao
De +10 a £30 Estabilidade incipiente
De £30 a #40 Estabilidade moderada
De +40 a +60 Boa estabilidade
Maior que 61 Excelente estabilidade

FONTE: HANAOR et al. (2012); GREENWOOD & KENDALL (1999).

Outra consideracdo importante quando a respeito do potencial zeta é sua
estreita relacdo com o pH da solucao polimérica (HUNTER, 1981). Em uma solucéo
contendo particulas em suspensdo com um potencial zeta negativo, por exemplo, a
medida que se eleva o pH (mais alcalino) desta suspensao, as particulas tendem a
adquirir uma carga mais negativa. Por outro lado, adicionando acido a esta
suspensao, chegara a um ponto onde a carga negativa sera neutralizada, e qualquer
outra adicdo de acido pode causar uma acumulacao de carga positiva. Portanto, um
potencial zeta em fung¢do da curva de pH vai ser positivo a baixos valores de pH e
negativo a altos valores de pH. Ao ser neutralizada, a carga das particulas exibiram
0 que se chama de ponto isoelétrico, um determinado valor do pH da solugdo em
que a carga liquida sobre as particulas € zero. Neste ponto, a suspensao é

altamente instavel e a presenca de floculagéo é mais frequente (Figura 10).
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Figura 10 - Potencial zeta da quitosana em funcéo do pH.
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FONTE: YU et al. (2006).

De todas as técnicas utilizadas para se determinar o potencial zeta de
polimeros, a mobilidade eletroforética continua sendo a mais empregada (YU et al.,
2006; CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011; HANAOR et al., 2012; SOARES et al.,
2014). Um campo elétrico é aplicado através de uma amostra, o que induz a mover
as particulas carregadas. A direcdo e a velocidade (mobilidade electroforética) das
particulas dependem do campo elétrico aplicado. A velocidade de uma particula num
campo eléctrico é dependente da: forca do campo eléctrico, constante dielétrica do
liquido, viscosidade do liquido e do potencial zeta (HUNTER, 1981). Ao medir
diretamente a mobilidade electroforética de uma particula, o potencial zeta pode ser

entdo determinado utilizando a equacgao de Henry:

2¢8f(Ka)
3n

onde, ¢ = potencial zeta;

U. =

Ue = mobilidade eletroforética;
€ = constante dielétrica;
n = viscosidade;

f(Ka) = funcao de Henry.
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A fungédo de Henry geralmente tem valor 1,5 ou 1,0. Para a medigdo do
potencial zeta em solugbes aquosas de concentracao eletrolitica moderada, o valor
de 1,5 é utilizado e referido como a aproximacédo de Smoluchowski. Por outro lado,
se a medicdo do potencial zeta for realizada para um solvente ndo polar, a
aproximacdo de Huckel deverd ser utilizada, onde f(Ka) é definido como 1,0
(HUNTER, 1981).

3.2.4 Absorcdo de Agua

A utilizacdo de polimeros superabsorventes no preparo de novos biomateriais
vem sendo alvo de muitas pesquisas, principalmente aquelas voltadas ao mercado
consumidor, como fraldas de papel e produtos sanitarios, aditivos para reter a
umidade do solo, materiais para manter a umidade, materiais de construcao
anticongelamento, perfumes em gel e drogas de liberacdo controlada (ISLAM,
RAHAMAN & YEUM, 2015; YANG et al., 2014b; FARKISH & FALL, 2013; CHANG et
al., 2010; GUILHERME et al., 2005). No que diz respeito a esses novos biomateriais,
uma adequada avaliacdo é fundamental para melhorias na confiabilidade desses
produtos. E para os mesmos serem aceitos pelo seu uso real, o estabelecimento de
um método de avaliacdo padrao é essencial (OSADA et al., 2001).

A técnica de absorcdo de agua é uma das mais utilizadas na caracterizacéo
de géis e biomateriais poliméricos superabsorventes. Esta é definida como a agua
qgue é absorvida pelo gel quando um polimero altamente absorvente foi inchado em
solucéo (agua de troca i6nica ou solucado salina) e atingiu o equilibrio. O método de
medicdo geral, e também o0 mais simples, envolve a imersdo da amostra em uma
solucdo por um determinado periodo de tempo especificado a fim de medir o peso
ou o volume do gel dilatado, sendo a taxa de absorcdo calculada segundo a

seguinte equacdo (OSADA et al., 2001):
W, — W,
A (%) = [Ml X 100
Wp

onde, Aa = taxa de absorcado de agua (%);
Ww = peso do material inchado;

Wp = peso do material seco.
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Os polimeros que apresentam a melhor capacidade de absorcdo de agua sédo
os portadores de grupos ibnicos, sobretudo carboxilas. Outros géis com boa
capacidade de absorcado contém grupos sulfatados e fosfatos. A enorme expansao
da rede se explica pelo carater eletrolitico desses polimeros devido a presenca dos
grupos carregados (contra ions) que desenvolvem uma grande pressdo de
inchamento nas cadeias macromoleculares. Além disso, a presenca de ions
metalicos na solucdo (Na* e K*, por exemplo) e o pH do meio, influenciam bastante
na capacidade de absorcédo de agua. (OSADA et al., 2001).

Guilherme et al. (2005) e Chang et al. (2010), através de modificacdes
quimica na estrutura do polissacarideo da goma do cajueiro e da celulose,
respectivamente, foram capazes de desenvolver hidrogéis superabsorventes, com
uma taxa de absorcdo de agua cerca de 1500 vezes (hidrogel a base da goma do
cajueiro) e 1000 vezes (hidrogel a base de celulose) do seu peso seco (Figura 11A e
B). Soares et al. (2014), desenvolveram um hidrogel através da mistura do
polissacarideo da goma do cajueiro com a quitosana, sem modificacdo quimica na
estrutura dos mesmos, e obtiveram uma taxa de absorcdo de agua de mais de 300%

do seu peso seco (Figura 11C).

Figura 11 - Exemplos de hidrogéis superabsorventes preparados através da mistura
de diferentes polimeros: A — Acrilamida com o polissacarideo da goma do cajueiro
modificado com metacrilato de glicidila (GUILHERME et al., 2005); B — Celulose com
carboximetilcelulose (CHANG et al. (2010); C — Polissacarideo da goma do cajueiro

com a quitosana (sem modificagdo quimica) (SOARES et al., 2014).
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3.2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem sido um dos métodos uteis
para se estudar as estruturas de géis poliméricos, permitindo sua visualizagdo
topogréfica e composicdo. No MEV, um feixe de elétrons incidente interage com os
atomos da amostra, produzindo varios sinais que sdo traduzidos em informacdes
sobre a superficie onde foram refletidos (KAZMIRUK, 2012; OSADA et al., 2001).

O MEV permite a observacdo e caracterizagdo de materiais organicos e
inorganicos heterogéneos na escala de nanémetros (nm) a micrometros (um), com
aumentos de 10-10000 x. Os tipos de sinais produzidos a partir da interacdo do
feixe de elétrons com os atomos da amostra incluem elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados, raios-X caracteristicos e outros fétons de varias energias. Estes
sinais sdo obtidos a partir de volumes de emissao especificos na amostra e pode ser
usado para examinar muitas caracteristicas da amostra (topografia de superficie,
cristalografia, composicao, etc.) (KAZMIRUK, 2012; GOLDSTEIN et al., 2003).

Os sinais de imagem de maior interesse sao 0s elétrons secundarios e
retroespalhados porque estes variam principalmente como resultado das diferencas
na topografia da superficie da amostra (GOLDSTEIN et al., 2003). Materiais
poliméricos ndo condutores, ao serem incididos pelo feixe de elétrons, néo
reproduzem fielmente os sinais de elétrons secundarios, isso faz com que ocorram
falhas de digitalizacdo e presenca de ruidos nas imagens. Eles sdo, portanto,
geralmente revestidos com um revestimento ultrafino de material eletricamente
condutor (ouro, ouro/liga de paladio, platina, 6smio, iridio, tungsténio, cromo e
grafite), depositado na amostra, quer por pulverizacdo a baixo vacuo ou por
evaporacao a vacuo. O revestimento metélico aumenta a relacéo sinal/ruido para as
amostras de baixa condutividade elétrica, melhorando assim, a emissédo de elétrons
secundarios e, consequentemente a qualidade e resolucdo das imagens
(KAZMIRUK, 2012; GOLDSTEIN et al., 2003).

Em um MEV tipico (Figura 12), um feixe de elétrons é termo-ibnicamente
emitido a partir de um canhéo de elétrons equipado com um catodo de um filamento
de tungsténio. O feixe de elétrons, que tipicamente tem uma energia que varia de
0,2 keV a 40 keV, é focado por uma ou duas lentes do condensador a um ponto
cerca de 0,4 nm a 5 nm de diametro. O feixe passa através de pares de bobinas de

digitalizacdo ou pares de placas de deflexdo, na coluna de elétrons, tipicamente no
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final da lente, para desviar o feixe em eixos x e y de modo que ele varra de forma
quadricular uma &rea retangular da superficie da amostra. Quando o feixe de
elétrons primarios interage com a amostra, 0s elétrons perdem energia por
dispersédo e absorcédo aleatéria, 0 que se conhece como volume de interacao, e que
se estende a partir de menos de 100 nm a cerca de 5 mm para a superficie.
Amplificadores eletrénicos de varios tipos sdo usados para amplificar os sinais, que
sao exibidos como variacdes no brilho no monitor de um computador. Cada pixel da
imagem no computador é sincronizado com a posicdo do feixe do volume de
interacdo da amostra no microscopio, e a imagem resultante é, portanto, um mapa
da distribuicdo da intensidade do sinal a ser emitido a partir da area digitalizada da
amostra (KAZMIRUK, 2012; GOLDSTEIN et al., 2003).

Figura 12 - Desenho esquematico da coluna eletrénica que mostra o canhdo de

elétrons, as lentes, o sistema de deflexao e os detectores de elétrons.
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FONTE: Adaptado de GOLDSTEIN et al. (2003).
Através da microscopia eletronica de varredura, muitos hidrogéis tém sido

caracterizados, avaliando-se principalmente a estrutura de sua matriz interna, que

na maioria das vezes é porosa. A gquantidade de poros presentes depende do nivel
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de interacdo entre as cadeias dos polimeros envolvidos, e isto é importante para a o
tipo de aplicacdo na qual o hidrogel podera ser aplicado. Hidrogéis para fins
biomédicos, preparados a base de quitosana e goma Acacia (JI et al., 2011), glicol-
quitosana e metacrilato (HU et al., 2012), quitosana e o polissacarideo da goma do
cajueiro (SOARES et al., 2014), tiveram suas estruturas internas analisadas através
do MEV, as quais se mostraram altamente porosas (Figura 13). O método utilizado
para a vizualizacdo dos poros da matriz desses hidrogeis foi a técnica de criofratura
por liofilizacdo. Existem controversas quanto ao uso desta técnica para o estudo da
matriz interna de géis e hidrogéis, pelo fato da porosidade visualizada pelo processo
de criofratura ndo representar a porosidade da sua forma hidratada uma vez que o
processo de liofilizacdo cria artefatos. Contudo, a andlise da matriz interna de
hidrogéis por MEV permanence importante e continua sendo utilizada até hoje, pois
estes artefatos estdo relacionados com a densidade e estrutura real dos hidrogéis.
As mesmas observacdes foram reportadas para hidrogéis de quitosana
termosensiveis (ASSAAD, MAIRE & LEROUGE, 2015).

Figura 13 - Micrografias eletronicas de varredura do interior da matriz de diferentes
hidrogéis preparados através da mistura de polimeros: A — Quitosana contendo 0.5
% (p/v) de goma Acacia (JI, KHADEMHOSSEINI & DEHGHANI, 2011); B — Glicol-
quitosana com metacrilato (HU et al., 2012); C — Quitosana com 0 polissacarideo
extraido da goma do cajueiro (SOARES et al., 2014).
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3.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A chave para a andlise estrutural de hidrogéis por ressonancia magnética
nuclear (RMN) esta no fato de que os dados obtidos a partir desta técnica podem
processar informagfes sobre a natureza quimica, bem como mobilidade molecular
ou coletiva dos polimeros envolvidos (SHAPIRO, 2011; OSADA et al.,, 2001). Na
maioria dos casos € dada atencdo a analise da variacdo de deslocamentos
quimicos, giros temporais de relaxacdo ou a intensidade dos sinais de RMN,
juntamente com a concentracdo, composi¢cao do solvente, ou a temperatura. Estes
dados podem ser usados para obter informacédo sobre a natureza das interacfes
intermoleculares, os valores de concentracédo criticas, a alteracdo no movimento das
moléculas, ou paradmetros termodindmicos dos polimeros associados com a
formacao do gel (SHAPIRO, 2011).

Estas observacfes levaram a uma melhor compreensao da microestrutura do
polimero e dos mecanismos de polimerizacdo. Com o0 advento de campos
magnéticos elevados e os métodos espectroscopicos de RMN melhorados, tornou-
se possivel caracterizar em detalhes até os minimos defeitos presentes nas cadeias
dos polimeros. Os espectros de RMN sao sensiveis a estrutura de nivel atbmico e
muitos sinais sdo observados em um espectro de alta resolugdo. Além disso, é
possivel caracterizar compostos ndo s6 para protons (1H) e carbonos (13C), mas
também para quaisquer atomos de silicio, azoto, fésforo ou fllor que possam estar
presentes nos polimeros (SANDERS & HUNTER, 1994).

A ressonancia magnética é baseada na interacdo entre um campo magnético
externo e um nucleo que possui um movimento rotacional | # 0, e, respectivamente,
um momento angular de giro. Este movimento angular no campo magnético estatico
externo Bo experimenta a chamada precesséo de Larmor sobre a direcdo do campo
com a frequéncia:

wy =¥B,
(onde, y representa a proporcdo giromagnética), permitindo a magnetizacdo do
nacleo. E conveniente considerar experimentos de RMN em um quadro de
coordenadas em rotagdo. Assim, tomando 3 coordenadas em rotacéo, 0 eixo z € a
direcdo do campo Bo, enquanto os eixos x e y rodam em torno do eixo z com a
frequéncia wo. Apés um pulso de 90° de um segundo campo magnético Bi, que

oscila em uma radio frequéncia (RF) apropriada (ressonancia), a magnetizacao p; de
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quaisquer nucleos magnéticos i (1H, 2H, 13C, 1sN, 31P, etc.) em uma amostra,
colocada em um campo magnético Bo, que foi inicialmente alinhado ao longo do eixo
z na estrutura rotativa, torna-se agora fixo no plano xy. Esta magnetizacéo
transversal induz a um decaimento do sinal como mostrado na figura 14. A
subsequente transformacdo de Fourier (FT) do decaimento induzido livre (FID)
produz o espectro S(w) (SHAPIRO, 2011; SANDERS & HUNTER, 1994).

Figura 14 - Principio da espectroscopia de RMN para hidrogéis.
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FONTE: SHAPIRO (2011).

As técnicas de RMN podem ser classificadas em RMN pulsada, RMN para
solucdes e RMN de estado solido, e, portanto, € conveniente saber qual técnica de
RMN deve ser utilizada com um liquido, solucéo, solido ou cristal de uma amostra de
gel. Por exemplo, utilizando a técnica de RMN para solugbes em um gel polimérico,
isto €, um espectro de alta resolucdo de um RMN para solucdes, ha uma
combinacdo de movimentos rapidos e lentos dos ndcleos que diminuem o

rendimento do sinal. A partir dessas diferentes técnicas de RMN é possivel também
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estudar o processo de transicdo sol-gel, além predizer a mobilidade das cadeias
poliméricas no gel (OSADA et al., 2001). Albuquerque et al. (2014), caracterizaram
através da técnica de RMN um gel de galactomanana e foram capazes de
determinar todos os radicais anomeéricos presentes na estrutura do polissacarideo
(Figura 15).

Figura 15 - Espectro unidimensional 1H RMN da galactomana extraida das sementes

de Cassia grandis. G e M indicam os sinais das unidades da a-galactose e da -

manose, respectivamente.
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FONTE: ALBUQUERQUE et al. (2014).

3.2.7 Reologia

Reologia € a ciéncia que lida com a deformacao e fluxo da matéria (BARNES
et al., 1989). Assim, a reologia de polimeros € a ciéncia que lida com a deformacao
e fluxo de materiais poliméricos. Uma vez que ha uma grande variedade de
materiais poliméricos, pode-se classificar a reologia do polimero em mais categorias
diferentes, dependendo da natureza dos materiais poliméricos; por exemplo, (1) a
reologia de polimeros homogéneos, (2) a reologia de misturas de polimeros
misciveis, (3) a reologia de misturas de polimeros imisciveis, (4) a reologia de
polimeros cheios de particulas, (5) a reologia de polimeros de fibra de vidro-

reforcadas, (6) a reologia de nanocompdsitos organofilicos, (7) a reologia de
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espumas poliméricas, (8) a reologia de termoestaveis, (9) a reologia de bloco de
copolimeros, e (10) a reologia de polimeros liquido-cristalinos. Cada um destes
materiais poliméricos apresenta as suas proprias caracteristicas reoldgicas Unicas
(HAN, 2007).

A maioria dos materiais poliméricos exibe um comportamento pratico
"viscoelastico" durante o fluxo, o que significa que eles ndo s6 apresentam o
comportamento viscoso, mas também o comportamento elastico no estado liquido
(semelhante a borracha). A viscosidade (n) € uma das principais propriedades
medidas na deformacado dos fluidos e pode fornecer informacgfes importantes sobre
variacfes estruturais que ocorrem durante a aplicacdo de uma deformacdo ou
tensdo. Sendo assim, a viscosidade pode ser definida como a resisténcia a fluidez
de um material (BARRA, 2012).

Para um melhor entendimento sobre o conceito de viscosidade, € importante
ter conhecimento sobre duas propriedades reoldgicas: a tensédo de cisalhamento e a
taxa de cisalhamento (HAN, 2007). A tensao de cisalhamento é caracterizada como
a forca aplicada por unidade de area cisalhante, necessaria para manter o
escoamento de um material:

"Ta
onde, t = tensao de cisalhamento;

F = forca necesséria a fluidez;

A = &rea exposta ao cisalhamento.

Por outro lado, a taxa de cisalhamento esta relacionada ao deslocamento

relativo das moléculas do fluido:

onde, ¥ = taxa de cisalhamento;

av = variacao da velocidade entre as moléculas do fluido;
9y = distancia entre as moléculas;

ay/et= a variacdo da deformag&o em fungéo do tempo.
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Os materiais poliméricos (géis, por exemplo), fogem a regra dos fluidos ideais
de Newton, e, portanto, sdo ditos ndo newtonianos e podem ser classificados em
pseudoplasticos, dilatantes e plasticos (SCHRAMM, 2006), isto é:

- Materiais pseudoplasticos: apresentam uma diminuicdo na viscosidade
gquando a taxa de cisalhamento aumenta. ISso ocorre porque, nNo repouso, as
particulas e/ou as cadeias poliméricas que o compdem encontram-se desordenadas,
entrelacadas ou enoveladas, 0 que gera uma alta viscosidade. Com 0 aumento das
taxas de cisalhamento, as particulas se orientam em direcédo ao fluxo e as moléculas
poliméricas se desenovelam ou se desagregam e se alinham em direcdo ao fluxo,
permitindo uma maior facilidade de escoamento, apresentando, assim, uma
diminuicdo da viscosidade (SCHRAMM, 2006). Este tipo de comportamento &
observado na maioria das solugbes concentradas de polissacarideos
(ALBUQUERQUE et al., 2014; SOARES et al., 2014; PINHEIRO et al., 2011).

- Materiais dilatantes: apresentam um comportamento inverso aos dos
pseudoplasticos, ou seja, apresentam um aumento da viscosidade com o aumento
da taxa de cisalhamento (SCHRAMM, 2006).

- Materiais plésticos: apresentam fragilidade a minima tenséo aplicada. Estes
apresentam ligacOes intermoleculares que formam uma rede entrelacada, a qual Ihe
da a aparéncia de material sélido, contudo quando uma forca externa aplicada é
superior aquela que mantém esta rede, observa a ruptura do material (SCHRAMM,
2006).

Ainda no que diz respeito a classificacao reoldgica dos materiais poliméricos,
estes ainda podem apresentar um comportamento reolégico dependente do tempo,
sendo classificados como tixotropicos ou reopéticos. Quando se aplica uma tenséo
aos materiais tixotropicos, ocorre uma diminui¢cdo na viscosidade aparente, porém,
no repouso, tais materiais sdo capazes de retornar a condi¢cdo inicial. Em
contrapartida, os fluidos reopéticos apresentam um aumento na viscosidade
aparente com o tempo a medida que se aplica uma tensao e, retornam as condi¢des
iniciais quando a tenséo é removida (HAN, 2007).

Nos ensaios reoldgicos dinamico-oscilatorios de tensdo, 0s materiais
Viscosos, elasticos e viscoelasticos, sdo analisados quanto ao seu comportamento
sélido ou liquido através dos valores de G’ (mddulo de armazenamento ou elastico)
e G” (modulo de perda ou viscoso). Ambos sdo expressos em Pascal (Pa) e

compdem o moédulo de cisalhamento complexo (G*), que representa a resisténcia
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total & deformacdo. Géis verdadeiros apresentam sempre G’>G” para todas as
varreduras de tenséo aplicadas, desde que esta encontre-se na regiao viscoelastica
linear (RVL), isto é, as condi¢cdes nas quais existe uma relacdo linear entre a
deformacéo sofrida e a tensdo imposta ao material. A regido de viscoelasticidade
linear é limitada para a faixa de amplitude para qual G* é constante, garantindo que
a amostra ndo seja deformada ao ponto em que a ligacdo interna temporaria da
molécula ou dos agregados seja destruida, e a maior parte da energia introduzida
seja irreversivelmente perdida como calor (HAN, 2007).

Polimeros que apresentam caracteristicas de materiais viscoelasticos sdo um
importante objeto de estudo no campo da reologia, uma vez que estes podem ser
aplicados em diferentes ramos da industria, como a farmacéutica, alimenticia,
cosmeética, de adesivos, tintas, entre outras (TONELI, MURR & PARK, 2005; HAN,
2007). Assim, em qualquer formulacdo do tipo gel (higiene pessoal, cosméticos,
tintas, tintas para impressao, produtos farmacéuticos ou agroquimicos), existe uma
necessidade em se modificar a reologia do sistema, de modo a atingir: (i) uma
estabilidade fisica a longo prazo (uma auséncia de formacdo de creme ou
sedimentacao e separacao) e (ii) uma facilidade de aplicacdo (HAN, 2007):

- Para a maioria das formula¢fes, um sistema de adelgacamento por corte é
necessario para se alcancar uma boa capacidade de espalhamento e no caso de
produtos de higiene pessoais, um bom "toque na pele";

- Para tintas, um bom revestimento é necessario;

- Para produtos farmacéuticos, uma facilidade de fluxo é necessaria para
injetaveis e uma facilidade de propagacao para aplicacfes tdpicas.

- Para formulacdes agroquimicas, deve haver uma facilidade de fluxo a partir

do recipiente e uma facilidade de dispersédo em diluicéo.
3.2.8 Propriedades Bioldgicas

Com relacéo as propriedades biolégicas (especificidade de tecidos, atividade
celular e biocompatibilidade), estas irdo depender muito da escolha do polimero quer
ele seja de origem sintética ou natural, pois muitos apresentam caracteristicas
Gnicas que possibilitam ampla aplicacdo industrial, incluindo preparacbes
farmacéuticas, direcionamento e entrega de drogas, proteses, suportes para
engenharia e regeneracao de tecidos, etc. (KUMBAR, LAURENCIN & DENG, 2014).
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Na obtencdo de hidrogéis, muitas vezes sao utilizados os polimeros sintéticos
devido a reprodutibilidade e propriedades quimicas, como massa molar especifica e
o controle da densidade de ligacdes cruzadas entre as cadeias dos polimeros. Estas
propriedades determinam a dinamica da formacdo do gel e determinam também
suas propriedades mecanicas e de degradacao. No entanto, polimeros sintéticos, do
ponto de vista biologico, frequentemente ndo apresentam uma bioatividade e
biocompatibilidade celular desejada, o que pode traduzir-se em efeitos secundarios
adversos (KUMBAR, LAURENCIN & DENG, 2014).

Os polimeros naturais, por outro lado sdo abundantes e mais parecidos com
0S componentes presentes em matrizes extracelulares biologicas, podendo ser
prontamente aceitos pelo corpo, uma vez que em sua grande maioria apresentam
alta bioatividade e biocompatibilidade (KUMBAR, LAURENCIN & DENG, 2014).
Além disso, podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis como algas, plantas e
culturas microbianas (NISHINARI & TAKAHASHI, 2003; COVIELLO et al., 2007
ALBUQUERQUE et al., 2014, ARRUDA et al., 2014), e de acordo com sua natureza
qguimica, podem ser divididos em trés classes principais: os polissacéaridos, as

proteinas e os poliésteres.

3.3 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo considerados os biopolimeros mais abundantes e
mais antigos que foram produzidos na Terra, apresentam alto peso molecular e sao
constituidos por 20 ou mais unidades de monossacarideos. De maneira geral, sédo
complexos coloidais que ao serem hidrolisados, liberam monossacarideos contendo
cinco ou seis atomos de carbono (NELSON & COX, 2008).

Essa classe de biopolimeros pode ser obtida de varias fontes naturais
renovaveis como algas, plantas, bactérias, fungos, insetos, crustaceos, animais e
até mesmo humanos, e ainda podem ser sintetizados a partir de engenharia
genética (LAURIENZO, 2010; D’AYALA, MALINCONICO, & LAURIENZO, 2008;
COVIELLO et al.,, 2007; COLQUHOUNET al., 2001). Em sua forma original ou
modificada quimicamente, possuem boas propriedades mecéanicas para aplicacdes
biomédicas como fibras, filmes, adesivos, plasticos processaveis fundidos,

espessantes, modificadores reoldgicos, hidrogéis, carreadores de drogas,
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emulsificantes, etc (ALBANI et al., 2015; KUMBAR, LAURENCIN & DENG, 2014,
ALBUQUERQUE et al., 2014; ARRUDA et al., 2014; GUO et al., 2013).

Entre os polissacarideos que podem ser utilizados para se obter hidrogéis,
muitos ja sdo produzidos comercialmente como a quitosana e as carragenanas, por
exemplo. Contudo, fontes alternativas como as galactomananas extraidas das
sementes de plantas leguminosas e o polissacarideo extraido da goma do cajueiro,
também tém sido alvo de pesquisas na confeccdo de géis e hidrogéis
(ALBUQUERQUE et al., 2014; SOARES et al., 2014, respectivamente).

3.3.1 Quitosana

A quitosana € um heteropolissacarideo obtido a partir da desacetilacdo
alcalina da quitina, que é o segundo polissacarideo mais abundante na Terra apos a
celulose (KUMBAR, LAURENCIN & DENG, 2014; GAVHANE, GURAV ATUL &
YADAV ADHIKRAO, 2013). A quitina pode ser extraida a partir de espécies de
fungos ou do exoesqueleto de criaturas marinhas, como lagosta, lagostim,
caranguejo e camardo (MUZZARELLI et al.,, 1994). A quitosana (Figura 16) é
composta por unidades alternadas de 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas através de ligagbes do tipo B(1—>4) (MATI-
BAOUCHE et al., 2014).

Figura 16 - Estrutura quimica da quitosana (% COCH3s < 40%).
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FONTE: MATI-BAOUCHE et al. (2014).

No processo de desacetilacdo da quitina (Figura 17), os grupos acetila sao
hidrolisados para libertar os grupos amina. Resumidamente, as proteinas e minerais
sdo primeiro removidas a partir de conchas, tratando-as com hidréxido de sédio leve
ou solucdes de hidroxido de potassio (entre 1% e 10% pl/v), a temperaturas que

variam de 30 °C a 100 °C durante 30 min a 12 h. Finalmente, a remocao dos grupos
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acetila de quitina para a obtencdo de quitosana € feita utilizando um tratamento
extensivo normalmente realizado com solu¢des alcalinas concentradas (NaOH ou
KOH). Este passo determina o grau de desacetilacdo (DD) ou a relagdo de unidades
desacetiladas/acetiladas. O DD € influenciado pela temperatura, tempo e
concentracdo do NaOH (KOH) utilizado na desacetilagdao (MATI-BAOUCHE et al.,
2014; ABDULKARIM et al., 2013; HUSSAIN, IMAN, & MAJI, 2013).

Figura 17 - Processo de obten¢do da quitosana a partir de residuos de crustaceos

marinhos.
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FONTE: MATI-BAOUCHE et al. (2014).

Nas areas comerciais e cientificas, o termo "quitosana" é geralmente atribuido
a produtos de quitina com mais de 60% de grau de desacetilacdo e teor de
nitrogénio superior a 7%. Esta macromolécula é uma amina alifatica priméaria e é o
anico polissacarido catibnico natural devido as suas cargas positivas (NHs*) a pH
acido (pKa < 6,5). Portanto, a quitosana pode ser protonada por &acidos
selecionados, tais como: acido férmico, acético, lactico, malico e citrico (MATI-
BAOUCHE et al., 2014; ROBERTS, 2008). Além disso, a quitosana possui uma
excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, propriedades
curativas e hemostaticas, bem como atividade antimicrobiana (ZANG et al., 2014;
MIGUEL et al., 2014; MADHUMATHI et al., 2009), e por possuir tais caracteristicas,
a mesma tem sido bastante utilizada na produgdo de biomateriais, principalmente
hidrogéis (KUMBAR, LAURENCIN & DENG, 2014; SOARES et al., 2014).
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3.3.2 Policaju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma arvore nativa das regides norte
e nordeste do Brasil, pertencente a familia Anacardiaceae (LEITAO et al., 2013). E
uma das plantas mais utilizadas na medicina popular por possuir agdo comprovada
contra alguns géneros bacterianos, e até mesmo sobre algumas moléstias, como a
leishmaniose (AKINPELU, 2001), e varias condi¢cdes inflamatorias, como a artrite
(IWU, 1993), e asma (GIRON et al., 1991).

Por exsudagédo natural ou através de incis6es no tronco e ramos da arvore do
cajueiro aparece uma goma de coloracdo amarelada (Figura 18), que é soltuvel em
agua e apresenta grande potencial de industrializacdo (PITOMBEIRA et al., 2015;
SOARES et al., 2014; PORTO & CRISTIANINI, 2014). Por possuir caracteristica
semelhante & goma arabica (DE PAULA E RODRIGUES, 1995) pode vir a substitui-

la nas industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias.

Figura 18 - Extracdo da goma a partir de ramos do cajueiro (Anacardium occidentale

L.). A — Exsudato; B — Goma bruta seca.

FONTE: PROPRIO AUTOR (2015).

A partir da goma exsudada, é possivel extrair um polissacarideo &cido
complexo (arabinogalactana acida) com massa molecular de aproximadamente 160
kDa. Este heteropolissacarideo (Figura 19), conhecido também como “Policaju”, &
composto por uma cadeia principal formada por unidades de D-galactopiranose
unidas por ligacdes glicosidicas $(1—3) substituidos em O-6, tendo como residuos
terminais a arabinose, raminose, acido glucurdnico, acido 4-O-metilglucurdnico,
xilose, glicose e manose (DE PAULA E RODRIGUES,1995).
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Figura 19 - Representacdo esquematica da estrutura do Policaju. R representa D—
manose, D—-xilose, D-raminose, D—arabinose ou cadeias de arabinose com ligagao

1-2; R’ representa D-glicose ou acido D-glucurdnico.
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FONTE: ANDERSON & BELL (1975).

O Policaju é alvo de pesquisas cientificas devido a sua capacidade
emulsificante (PORTO & CRISTIANINI, 2014) e potencial para o0 processo de
cicatrizacdo de lesbes cutaneas (MONTEIRO et al., 2007; SCHIRATO et al., 2006),
além de possuir atividade antiparasitaria bem como atividade antitumoral in vitro
frente a células HelLa e células do sarcoma 180 (FLORENCIO et al., 2007). Em
aplicagbes biomédicas e em alimentos, este polissacarideo tem tido sucesso na
confeccao de filmes e membranas (SOUZA et al., 2010), hidrogéis (SOARES et al.,
2014) e nanoparticulas (PITOMBEIRA et al., 2015).
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3.3.3 Galactomananas

Polissacarideos de sementes sdo uma das categorias mais importantes de
gomas com origem em plantas usadas na industria alimentar, biomédica e
farmacéutica, uma vez que desempenham papéis importantes tanto no
processamento de alimentos, na preparacdo de géis e suportes para a imobilizacao
de farmacos (PRAJAPATI et al, 2013). As galactomananas sao
heteropolissacarideos constituidos por uma cadeia principal de p—(1—4)-D-manana
(Figura 20) com ramificacbes de D-galactose unidas através de ligacbes o—(1—6)
(ALBUQUERQUE et al., 2014; CERQUEIRA et al., 2011). Elas diferem umas das
outras pela propor¢cdo dos residuos manose/galactose (G/M). Estas gomas sao
obtidas a partir do endosperma de sementes de dicotiledbneas de numerosas
plantas, principalmente as da familia Leguminosae (PRAJAPATI et al., 2013;
GIDLEY & REID, 2006).

Figura 20. Estrutura molecular geral das galactomananas.
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FONTE: PRAJAPATI et al. (2013).

Atualmente existem quatro fontes principais de galactomananas obtidas a
partir de sementes: alfarroba (Ceratonia siliqua), guar (Cyamopsis tetragonoloba),
tara (Caesalpinia spinosa Kuntze) e feno-grego (Trigonella foenum-graecum L.).
Destas, apenas as gomas alfarroba e guar sdo de consideravel importancia
industrial. O uso das gomas tara e feno-grego sao limitados devido a baixa
disponibilidade e pregco (PRAJAPATI et al., 2013). Visando o aproveitamento de
fontes alternativas, novas galactomananas foram exploradas na literatura
(CERQUEIRA et al.,, 2011). As sementes de Cassia grandis (Figura 21), foram
utilizadas recentemente para a obtencao de galactomanana com bons rendimentos
em extracdo (ALBUQUERQUE et al., 2014).
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Figura 21 - Galactomanana extraida das sementes de Cassia grandis. A — vagem; B

— endosperma; C — galactomanana.

FONTE: PROPRIO AUTOR (2015).

As Galactomananas sdo amplamente utilizadas na industria, devido as suas
propriedades funcionais, como espessantes, adesivos e estabilizantes. Estas
propriedades sdo guiadas pelo comportamento reoldgico das galactomananas em
fase aquosa e também, em certas condicbes, através de ligacdes intermoleculares.
As moléculas de galactomanana hidratadas ocupam um grande volume
hidrodindmico na solucdo aquosa e dessa forma controlam o comportamento
reolégico de toda a solucdo (PRAJAPATI et al., 2013).

Mesmo que suas solucdes apresentem elevada viscosidade, as
galactomananas em si, ndo sdo agentes gelificantes (pseudogéis). Contudo, elas
podem interagir sinergicamente com outros polissacarideos tais como agar, xantana,
carragenana, etc., para formar, em condi¢cbes apropriadas, uma rede de gel
tridimensional (PRAJAPATI et al., 2013; CERQUEIRA et al., 2011; PINHEIRO et al.,
2011). Dessa forma, as galactomananas podem ser utilizadas, muitas vezes, em
diferentes formas para o consumo humano, quer seja na forma de filmes,
revestimentos ou géis. Além disso, por apresentarem diferentes propriedades fisico-
quimicas e serem atoxicas, as galactomananas tém encontrado espacgo para muitas
aplicacfes na industria téxtil, farmacéutica, biomédica, cosmeéticos e principalmente
na industria de alimentos (BURITI et al, 2014; PRAJAPATI et al, 2013;
CERQUEIRA et al., 2011). No que diz respeito ao preparo de hidrogéis, muitas
pesquisas vem sendo desenvolvidas utilizando galactomananas como
polissacarideo base (KOOP et al., 2015; KONO, OTAKA & OZAKI, 2014; DA-LOZZO
et al., 2013).
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3.3.4 Carragenanas

Carragenanas sdo polissacarideos lineares sulfatados anibnicos de
ocorréncia natural, extraidos de algumas algas vermelhas da familia Rhodophyceae
(CHEN, LIAO, & DUSTAN, 2002). O componente principal de tais algas, as
chamadas carragenanas, sdo copolimeros constituidos por uma cadeia de B-D-
galactose e 3,6-anidro-a-D-galactose, contendo uma densidade variavel de grupos
sulfatados (CAMPO et al., 2009). As espécies Chondrus crispus, Gigartina stellata,
Iridaea spp., Eucheuma spp. e Kappaphycus spp. sao as principais fontes utilizadas
para a extracdo de carragena (PRAJAPATI et al., 2014).

De maneira geral, cada dissacarideo na cadeia conttm uma (-D-
galactopiranose (unidade G) unida ou com uma a-D-galactopiranose (unidade D) ou
uma 3,6-anidrogalactose (unidade AD) através de ligagbes glicosidicas a(1—3) e
B(1—4). Outros residuos de carboidratos podem fazer parte da composi¢cdo das
carragenanas, tais como xilose, glucose e &cidos urbnicos. As unidades
dissacaridicas sulfatadas variam bastante, resultando num teor de 22-38%, em
peso, em carragenanas comerciais (VAN DE VELDE & DE RUITER, 2002). Outros
cations, tais como aménio, célcio, magnésio, potassio e sddio, estdo também muitas
vezes presentes na forma de ésteres de galactose (FAO, 2007; US
PHARMACORPEIA, 2010). Existem varias carragenanas com diferentes estruturas e
propriedades quimicas (MCHUGH, 2003). As trés mais prevalentes (Tabela 4) e de
maior interesse comercial sdo as formas iota (1), kappa () e lambda (1) carragenana
(FAO, 2007; US PHARMACORPEIA, 2010; VAN DE VELDE & DE RUITER, 2002). De
acordo com as propriedades quimicas das carragenanas, estas podem ser divididas
em dois grupos: agentes gelificantes (kappa e iota) e agentes espessantes (lambda).
Quanto a capacidade de formar géis, a k-carragenana € a mais utilizada em

comparacao a -carragenana (PRAJAPATI et al., 2014).



Tabela 4 - Revisao sobre 0s tipos, estruturas e propriedades das carragenanas.
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S.N°.  Propriedades Tipo

Lambda

OH

CH20H
H
Estrutura Quimica

(1)  Solubilidade
(@)  Agua quente (80 °C) Soluvel Solavel
. . Todas sollveis em agua Soltuvel em sais de Na+, Apenas
(b)  Agua fria (20 °C) : . .
tixotropico em sais de Ca2+
(c) Leite quente (80 °C) Solavel Soluavel

(d) Leite frio (20 °C) Engrossa Insolavel
o Aumenta o espessamento ou Engrossa ou forma géis
(e) Leite frio e
gelificacao
() Acucar (50% p/v) Solavel Insolavel

() Salina (10% p/v)
(2) Gelificagéo

Soldvel em aquecimento Solavel em aquecimento

(@) Efeito de cations N&o gelifica Géis fortes com Ca2+
(b)  Textura dos géis Elastico
(c) Taxade reversao dos géis Sim
(d) Sinerese N&ao
(e) Histerese 5-10°C
) Estabilidade ao gelo e Sim Sim
desgelo
Sinergismo com Néao N&ao
@) galactomananas
h) Sinergismo com N&o N&o
glucomananas
0) Sinergismo com amigo N&o Sim
(3) Tolerancia a sal Boa Boa
(4) Estabilidade em &cido Hidrdlise Hidrélise da solucéo, Gel estavel

(5) Reatividade com proteinas  Forte interacdo em pH acido -

Solavel

Soluvel de sais de Na+, absorcao
limitada em sais de K+ e Ca2+
Solavel

Insoltvel

Engrossa ou forma géis

Soltvel em aquecimento
Insoldvel

Géis fortes com K+
Quebradico

Nao

Sim

10-20 °C

Nao

Sim
Sim
Nao
Pobre

Acelerada pelo aguecimento
Reacdo especifica com k-caseina

FONTE: PRAJAPATI et al. (2014).
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Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos equipamentos e tecnologia
permitiu o estudo do processo de gelificacdo de polissacarideos naturais
(PRAJAPATI et al., 2014). No caso da k-carragenana, a transicdo da forma
desorganizada em bobina para a forma organizada em dupla hélice foi estudada por
técnicas incluindo reologia, polarimetria e DLS (NISHINARI & TAKAHASHI, 2003;
MANGIONE et al., 2003), transmissdo de fétons (KARA et al., 2003),
espectrofotometria (MACARTAIN, JAACQUIER & DAWSON, 2003), espalhamento
de raios-X em baixa amplitude (YUGUCHI, URAKAWA, & KAJIWARA, 2003),
calorimetria exploratoria diferencial (NAYOUF, 2003) e disperséo de luz durante a
deformacédo (TAKEMESA & CHIBA, 2001). Todas estas técnicas tém confirmado a
associacdo de duas fitas lineares de k-carragena para formar uma dupla hélice
durante a gelificagao, reafirmando o mecanismo proposto por Rochas (1982).

A carragenana ndo tem valor nutricional, mas tem sido utilizada na industria
alimentar no encapsulamento de 6leos essenciais (DILMA et al., 2014), na inddstria
farmacéutica como excipiente em comprimidos e capsulas (CAMPO et al., 2009) e
como uma potente matéria-prima na confeccao de hidrogéis (LI et al., 2014; CHEN
et al.,, 2013; HEZAVEH & MUHAMAD, 2013). Nas aplicagbes farmacéuticas e na
medicina experimental, a carragenana €& muitas vezes utilizada em ensaios
mobilizando agentes anti-inflamatérios (SOLANKI et al., 2015).

A atividade biolégica de carragenana como um polissacarideo de ocorréncia
natural tem sido amplamente empregada em aplicacdes humanas criando uma forte
posicdo na area biomédica. Devido as suas diferentes estruturas quimicas e
propriedades fisicas, as carragenanas podem ser utilizadas em diferentes
aplicacoes, desde a engenharia de tecidos como também na preparacao de veiculos

para a liberacéo controlada de farmacos (PRAJAPATI et al., 2014).

3.4 — HIDROGEIS OBTIDOS A PARTIR DA MISTURA DE DIFERENTES
POLISSACARIDEOS

Sistema de mistura de polissacarideos sdo utilizados em vérias aplicagbes
biotecnoldgicas devido a sua capacidade de interagirem sinergicamente (MANNION
et al., 1992) e renderem novos materiais com propriedades controladas. Interacdes

sinérgicas entre polissacarideos sédo bastante atrativas para a indastria de alimentos,
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pois possuem o potencial de criar novas texturas e manipular a reologia dos
produtos (SWORN, 2000).

No campo farmacéutico, varias pesquisas tém sido desenvolvidas no preparo
de hidrogéis formulados a partir de polimeros naturais. Contudo, foi demonstrado
que hidrogéis constituidos de um uUnico polimero, na maioria das vezes, nao
conseguem atender as demandas divergentes em termos de propriedades fisico-
quimicas e bioatividades (AHMED, 2013). De maneira a melhorar as propriedades
dos géis, novas misturas entre polissacarideos tém sido desenvolvidas nos ultimos
anos (JANG et al.,, 2014b; DIAO et al.,, 2014; DASH, FOSTON & RAGAUSKAS,
2013; AHMED, 2013; MARTINS et al.,, 2012). Tais sistemas incluem hidrogéis,
blendas poliméricas, matrizes de copolimeros interpenetradas ou semi-
interpenetradas, e que apresentam amplas propriedades devidas as caracteristicas
Unicas dos polimeros envolvidos (KOOP et al., 2015; LIU et al., 2014c; LV et al.,
2014; VUDJUNG et al., 2014; BHATTACHARYYA & RAY, 2014).

Misturas entre o polissacarideo da goma do cajueiro (Policaju) e quitosana
tém encontrado espaco no desenvolvimento de hidrogéis, para a liberagcéo
controlada de biomoléculas (PAULA et al., 2011; MACIEL et al., 2005) e controle de
pragas (PAULA, DE PAULA & BEZERRA, 2005) e até nanogéis para
encapsulamento de 6leos essenciais (ABREU et al., 2012). Recentemente, Soares
et al., (2014), desenvolveram um hidrogel a base de policaju e quitosana sem a
necessidade de modificacdo quimica na estrutura dos polissacarideos envolvidos, e
0 mesmo se mostrou um bom candidato a aplicacdo como curativo tépico de lesbes
cutaneas.

Outro excelente polissacarideo capaz de interagir sinergicamente em misturas
de polimeros, sdo as galactomananas. Estas tém apresentado resultados
satisfatérios em interacdes sinérgicas com outros polissacarideos como a «-
carragenana e a xantana, resultando numa melhora da qualidade do produto
(PINHEIRO et al., 2011). No desenvolvimento de géis, a interagcdo entre
galactomananas e k-carragenana tem melhorado suas qualidades reoldgicas e
resisténcia térmica (MARTINS et al., 2012; PINHEIRO et al., 2011; ANDRADE et al.,
2000; KASAPIS, AL-MARHOOBI & KHAN, 2000; TAKO et al., 1999) e isto tém
despertado o interesse do campo biomédico devido ao seu potencial de aplicacdo

como biomateriais inteligentes.
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3.5 PELE

A pele é o revestimento exterior dos seres humanos e o maior 6rgdo do
corpo, abrangendo toda a superficie corporal. Ela possui uma estrutura complexa,
gue se encontra subdividida em trés camadas (Figura 22) que, sob circunstancias
fisiologicas é intrinsecamente auto renovavel, de modo que uma nova camada de
pele se desenvolve a cada 2-3 semanas, enquanto as camadas mais velhas vao
sendo afastadas para a superficie. As trés camadas, de fora para dentro sao: (i)
epiderme: mdltipla, sempre renovando camadas de queratindcitos; (i) derme:
separada da epiderme, na juncdo dermo-epidérmica (membrana basal); e (iii)
hipoderme: composta principalmente de tecido adiposo e coladgeno. Os anexos da
pele, como foliculos capilares, glandulas sebaceas e sudoriparas sdo numerosos e
se misturaram ao longo dos vasos sanguineos, termina¢cdes nervosas, e receptores
de presséao e toque. Existem variagdes regionais em relacdo a espessura da pele, a
distribuicdo dos anexos da pele, e densidade de melandcitos. (YILDIRIMER, THANH
& SEIFALIAN, 2012).

Figura 22 - llustracdo da pele humana que mostra as trés camadas e 0s anexos que

a constituem.

¢ Epiderme
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Giindula |0 ] | Derme

‘ /
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Vasos sanguineos

Nervos

FONTE: YILDIRIMER, THANH & SEIFALIAN (2012).
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A composicdo e a disposicdo das células e lipidios nas camadas mais
externas da pele (extrato cérneo - EC) criam um caminho tortuoso e fazem dela uma
importante barreira que controla a saida de compostos e a agua do organismo,
assim como a entrada de compostos que sado aplicados topicamente. Cinco
diferentes rotas (Figura 23) podem ser utilizadas para a transposi¢cao do EC da pele:
1) A rota transcelular (entre os lipidios da EC) e 2) a intercelular (pelos lipidios da
EC) acontece sem a participacdo de apéndices foliculares ou glandulares, presentes
em maior ou menor quantidade, dependendo da regido do corpo em estudo; as rotas
transpendiculares acontecem através 3) dos foliculos, 4) das glandulas sebéaceas e
5) sudoriparas. Estes apéndices da pele representam apenas 0,1% da superficie
cutanea, dessa forma, a transposicdo do EC é essencial para a penetracdo de
compostos na pele (MOSER et al., 2001).

Figura 23 - Rotas para a penetracdo de compostos bioativos através do extrato
coérneo da pele. 1 — Rota transcelular, 2 — Rota intercelular, 3 — Rota folicular, 4 —

Rota sebécea, 5 — Rota sudoripara.

FONTE: Martini (2005).
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O inconveniente das rotas transcelular e intercelular esta na alta seletividade
em relacdo as substancias que conseguem se difundir passivamente através do EC.
A efetividade desta funcdo do EC se verifica quando esta camada é retirada atraves
da utilizacdo de uma fita adesiva e percebe-se um forte aumento da permeabilidade
de agua e componentes hidrofilicos que anteriormente ndo apresentavam esta
facilidade de difusao (ASBIL & MICHNIAK, 2000).

Uma vez que o transporte ocorre por difusdo, a atuacao do EC como barreira
é limitada pelo seu grau de hidratacdo. Portanto, um aumento no conteudo hidrico
da pele leva a um aumento na permeabilidade de substancias aplicadas topicamente
(GUTERRES, ALVES & POHLMANN, 2007; MORGANTI et al., 2001). O coeficiente
de permeabilidade é influenciado pela hidrofobicidade e tamanho das particulas
penetrantes, pela presenca ou auséncia de cargas elétricas e a outros fatores
relacionados as caracteristicas da area de aplicacdo. Substancias polares
atravessam preferencialmente dentro do dominio intracelular, enquanto substancias
lipofilicas atravessam o EC principalmente pela rota intercelular (MORGANTI et al.,
2001).

A pele funciona principalmente como uma interface protetora, protegendo
fisicamente drgados internos e tecidos contra agressfes externas. Uma vez que a
barreira externa € violada, 0s mecanismos de resposta protetora inata
desencadeiam uma cascata de sinalizacdo celular para limitar a dor, controlar a
infeccdo e acelerar a cicatrizacdo de feridas, naturalmente, em ultima analise, a
criagdo de uma cicatriz. No entanto, extensas feridas, tais como aquelas associadas
com queimaduras, raramente se curam espontaneamente e, portanto, necessitam
de um meio externo de protecdo, seja permanente ou temporario, para estimular ndo
s6 a cicatrizacdo da ferida, como também a auto regeneracdo da cicatriz.
Convencdes atuais sustentam que a construcéo de pele pela engenharia de tecidos
deve se parecer com a pele nativa tanto anatomicamente quanto funcionalmente
(YILDIRIMER, THANH & SEIFALIAN, 2012).

3.5.1 Processo de Cicatrizagao

As feridas sao definidas como quebras na continuidade da estrutura da pele,
normalmente resultantes de trauma fisico e que conduzem a perda temporaria ou

terminais da funcdo. A cicatrizagdo € um processo dindmico e complexo que resulta
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na restauracdo anatdmica e continuidade da funcdo da pele (Figura 24). Como
desencadeante da cicatrizagdo, ocorre a perda tecidual, a partir da qual o
fisiologismo volta-se completamente para o reparo de um evento danoso ao
organismo (MANDELBAUM, DI SANTIS & MANDELBAUM, 2003).

Figura 24 - Esquema do processo de cicatrizacdo normal de feridas, incorporando
varias moléculas de sinalizac&o celular.

(a) Ferida apds 1-3 dias

(b) Ferida apos 310 dias

Chave: (&) Queratinécito 45 Mastocito Bl coagulorcasca < Miofibroblasto
@ Queratinbeito @ Macrotago E Vasos sanguineos <@ Fibroblasto
migrante ou Tecido de granulacéo
Neutréfilo [® Queratinicito
hiperproliferativo &) [ Tecido de granutacéo  aiterenciado
® Lintécito tardio/Cicatriz

FONTE: SCHAFER & WERNER (2008).
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O processo cicatricial é constituido por quatro fases distintas, as quais se
sobrepbem, mas que no fim dependem de eventos orquestrados de sinalizacao de
células complexas (YILDIRIMER, THANH & SEIFALIAN, 2012):

1) Hemostasia — E provocada pos-lesdo por plaquetas dentro do leito da
ferida. Estas interagem com a matriz extracelular ativando a cascata de coagulagéo.
Entdo o coagulo de sangue resultante fornece uma plataforma para a migracdo
celular, dando inicio ao processo inflamatorio.

2) Inflamacdo - E provocada por fatores de crescimento derivados de
plaguetas (PDGF) e fatores de crescimento transformante  (TGF-B) liberado pelas
plaguetas. Estes sinalizam neutréfilos e mondcitos, que sao recrutados para
fagocitar materiais estranhos (patégenos) no leito da ferida. Estes fatores ainda
ativam os macrofagos que expressam fatores de estimulagéo de colbnias-1 (CSF-1),
fatores de necrose tumoral-B (TNF-B) e PDGF que atuam como agentes
quimiotaticos para os fibroblastos, iniciando assim a proliferacéo celular.

3) Proliferacdo — Os fatores de crescimento celular PDGF, TGF-B, e
moléculas da matriz extracelular induzem a proliferacéo de fibroblastos, promovendo
a deposicdo de uma nova matriz. Além disso, ocorre a expressao dos receptores de
integrinas que promovem o reconhecimento e aderéncia celular.

4) Remodelagdo — Com a deposicdo de uma nova matriz comecga a ocorrer a
reticulacdo de moléculas de colageno. A partir disso, enzimas derivadas dos
fibroblastos incluindo colagenases, fatores ativadores de plasminogénio e
gelatinases, abrem caminhos através da nova matriz extracelular, facilitando o
movimento celular. Finalizando, o tecido de granulagéo € entdo substituido por uma
cicatriz acelular e avascular.

Na engenharia de tecidos, o propdésito maior para curativos e enxertos de pele
€ permitir a completa e natural, embora acelerada, regeneracdo de feridas. Uma
matriz de apoio tridimensional deve servir como modelo para a regeneracdao do
tecido, evitando, simultaneamente, a contracdo do leito da ferida durante os
primeiros estagios de cura (CHEVALLAY & HERBAGE, 2000). Esta matriz, ou
suporte, deve ainda servir como uma plataforma para a localizacdo, adesao e
diferenciagdo celular, bem como orientar o desenvolvimento de novos tecidos
funcionais (KIM & MOONEY, 1998).
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Entre os diferentes tipos de matrizes/curativos para feridas cutaneas
produzidos até agora, os hidrogéis, devido as suas propriedades intrinsecas, sdo 0s
gue melhor mimetizam a matriz extracelular e tém o potencial para dirigir a migracao,
adesao e crescimento celular durante a regeneracdo do tecido, eventos que sdo
cruciais para a regeneracao da pele (NICODEMUS & BRYANT, 2008; YU & DING,
2008; LAKES, 2007). Quando aplicadas no local da ferida, os hidrogéis promovem
uma cura umida e arrefecem a superficie da ferida, o que pode levar a uma reducao
relevante da dor e, portanto, possuem uma elevada aceitacdo pelo paciente
(BOATENG et al., 2008; BALAKRISHNAN et al., 2005).

Alguns hidrogéis tém a particularidade de gelificar dentro da cavidade do
tecido ou 6rgdo desejado como resultado das interacdes entre seus polimeros
formadores. Tais sistemas de formag&o in situ, possuem vantagens, pois fluem
livremente como liquidos injetaveis antes da administracdo e gelificam sob
condig®es fisiologicas (MIGUEL et al., 2014). Outros tipos de hidrogéis a base de
polissacarideos naturais também tém sido aplicados como curativos tépicos, e
muitos deles sdo utilizados para mobilizar compostos bioativos que aceram o
processo cicatricial (WANG et al., 2014; MIGUEL et al., 2014; HU et al., 2012).

3.5.2 Bromelina no Processo de Cicatrizacao

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas ou
proteases encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi € o
mais conhecido. As enzimas proteoliticas encontradas nos talos recebem o nome de
bromelina do talo e tem o0 ndmero sisteméatico da Comissdo sobre Enzimas da Unido
Internacional de Bioquimica EC 3.4.22.4, e as encontradas no fruto sdo chamadas
de bromelina do fruto ou ainda, bromelina e tem o nimero sistematico EC 3.4.22.5
(MURACHI, 1976).

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica,
como nas industrias alimenticias e farmacéuticas (WU et al., 2012; CHOBOTOVA,
VERNALLIS & MAJID, 2010). Estas enzimas desempenham importante fungcado na
remodelacdo proteolitica da matriz extracelular em varios processos fisiolégicos,
incluindo a morfogénese tecidual, reparacao tecidual, angiogénese e remodelacéo
do tecido, reduzindo hematomas, inchaco, dor e 0 tempo de cicatrizacao
(ROSENBERG et al., 2012; RAHM & LABOVITZ, 2007).
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O uso de bromelina em acelerar o processo de cicatrizacdo tém sido bastante

vantajoso devido a sua acdo direta sobre os mediadores inflamatérios (Tabela 5)

gue sao liberados em resposta a lesdo (KELLY & N.D., 1996).

Tabela 5 - Impacto da bromelina nos mediadores da inflamagé&o aguda.

Mediador

Acéao

Efeito da Bromelina

Bradicininca
Tromboxano A2

Prostaglandina E2
Prostaciclina 2

Interleucina |
Protaciclina 2 e Fator
Ativador de Plaquetas

Fator de Necrose Tumoral

Protaciclina 2 e Fator
Ativador de Plaquetas

derrame vascular, dor
vasoconstriccao,
agregacdao plaquetéaria
vasodilatacao
vasodilatacao

inibicdo da agregacéao
plaquetaria

adesdo de leucacitos,

sintese

resposta de fase aguda
proliferacdo de
fibroblastos

sintese de colagenase
formacao de colageno
adesdo de leucacitos,

sintese

resposta de fase aguda
proliferacao de
fibroblastos

sintese de colagenase
formacao de colageno

diminui

diminui

ligeira diminuicao
pode aumentar
pode aumentar
aumenta
aumenta
induzida
aumenta

aumenta
aumenta
aumenta

aumenta
induzida
aumenta

aumenta
aumenta

Fonte: KELLY & N.D. (1996).

Durante o processo hemostatico da cicatrizacdo, foi verificado que a

bromelina atua reduzindo o fator X e a protrombina, ambos sdo necessarios para a

ativagdo do fibrinogénio e sua conversédo em fibrina através da via comum intrinseca

e extrinseca da cascata de coagulacdo (TAUSSIG & BATKIN, 1988). Isto indica que

a acao de bromelina é em parte um resultado da inibicdo da geracdo de bradicinina

no local inflamatorio através do esgotamento do sistema de calicreina plasmatica,

bem como reducdo da formacdo de fibrina por reducdo dos intermediarios da

cascata de coagulacdo. Essas acdes resultam em reducéo significativa da dor e

edema, assim como uma melhor circulagdo para o local lesionado (KELLY & N.D.,

1996).
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Apés a formagdo do codgulo, a reparacdo dos vasos comega com a
conversdo do plasminogénio em plasmina, que, em seguida, atua para degradar a
fibrina em componentes menores que podem ser removidos por mondcitos e
macrofagos. Nessa etapa, foi verificado que a bromelina estimula a conversao de
plasminogénio em plasmina, resultando num aumento da fibrindlise. Isto minimiza a
estase venosa, facilita a drenagem, aumenta a permeabilidade e restaura a
continuidade do tecido em formacao (TAUSSIG & BATKIN, 1988).

Considerando-se a potencialidade da bromelina no processo cicatricial, sua
incorporacdo em hidrogéis facilitaria o uso tépico desta biomolécula. Além disso, a
utilizacéo de polissacarideos como materia-prima renovavel e barata para o preparo
desse hidrogéis tornaria o produto final economicamente viavel. Entretanto, para um
novo biomaterial, € necessario que 0 mesmo seja completamente caracterizado para
que suas caracteristicas fisico-quimicas, propriedades mecanicas e biologicas
atendam aos critérios de qualidade exigidos pela industria.
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The development of hydrogels based on natural polysaccharides was investigated by preparing mixtures of
policaju/chitosan at weight ratios of 1:4 and 2:3. Utilizing dynamic light scattering (DLS) techniques for these
mixtures, an increase on the hydrodynamic particle radius was observed varying their pH from 3.0 to 12.0.
Furthermore, a reduction of {-potential was also observed for the same pH interval. Following rounds of
drying/hydration cycles at a specific pH value, hydrogel matrices were formed. The pore size distribution of
these formed hydrogels was examined using scanning electron microscopy. Further FT-IR analyses confirmed a

'éf,’{[‘;”f‘ physical interaction between the polysaccharides policaju and chitosan. Swelling experiments revealed water
Hydrogel characterization uptake values, after 24 h of immersion in water, close to 270% for 1:4, and 320% for 2:3 hydrogels. Finally, rheo-
Policaju logical measurements were then conducted in order to confirm hydrogel viscoelastic features. These results in-
Rheology dicate a promising road to biomaterials fabrication and biomedical applications.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction since crosslinks among different polymer chains are introduced, the

Hydrogels are three-dimensional polymeric networks capable of ab-
sorbing large quantities of water or biological fluids. Due to their ability
to absorb water, hydrogels attract interest both from the fundamental as-
pects of the swelling process as from their potential applications. It is
known that hydrogels can be used to preserve cells, nutrients, drugs or
proteins [1-3]. Many examples of application can be found, such as in
contact lenses and materials for separation of biomolecules or cells, ma-
trices for the immobilization of cells and devices for the controlled release
of bioactive compounds [4-6], engineering and tissue regeneration [7,8],
diagnostic and biological adhesions regulation [9], just to name a few.

Hydrogels are based on hydrophilic polymers that, when cross-
linked, do not dissolve. In an aqueous environment, the hydrophilic
groups of the polymer chains are hydrated generating a “network”
structure for the hydrogels. The term network invelves chemical or
physical crosslinkage between the active groups of the polymer. Rheo-
logically, aqueous solutions of hydrophilic polymers typically exhibit a
Newtonian behavior when present in low concentrations. However,

* Corresponding author at: Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitdria, CEP: 50670-420
Recife, PE, Brazil. Tel.: + 5581 21268547, fax: + 55 81 21268576.

E-mail address: mgcc@ufpe.br (M.G. Carneiro-da-Cunha).

http://dxdoi.org/10.1016/jmsec2014.05.009
0928-4931/© 2014 Elsevier BV. All rights reserved.

network thus obtained shows a viscoelastic and, sometimes, predomi-
nant elastic behavior [ 10]. In addition, hydrogels can be formulated in
avariety of physical forms, including blends [11], micro- and nanoparti-
cles [12], coatings and edible films [4].

Polysaccharides are natural long-chain polymers, linear or branched,
nontoxic, biocompatible, biodegradable and of easy solubilization, and
can form hydrogels or liquid crystals in solution [13]. Policaju is a
polysaccharide obtained from Anacardium occidentale L. tree gum, abun-
dant in the Northeast region of Brazil. Although the proportions of
monosaccharides in the policaju vary depending on the seasonality of
A. occidentale (source, age of the tree, time of exudation and climatic
conditions), its chemical composition remains the same. It is an acidic
polysaccharide complex with a molecular mass of 1.6 x 10° Da com-
posed by a main chain of 3-p-galactose (72%) connected by 3-(1 — 3)
linkage -06 substituted, having terminal residues of c«-p-glucose
(14%), arabinose (4.6%), rhamnose (3.2%) and glucuronic acid (4.7%)
[14,15]. A standard property of policaju is its solubility in water forming
a low viscosity solution, as well as its precipitation in organic polar sol-
vents, such as ethanol. Additionally to its nontoxic, hydrophilic, biocom-
patible and biodegradable behavior, policaju has been reported in very
important biomedical applications such as anti-tumoral, antiparasitic,
emulsifying and suspending properties in pharmaceutical formulations
and cicatrizing agent [16-19].

72



220 P.AG. Soares et al / Materials Science and Engineering C 42 (2014) 219-226

Chitosan is a natural linear copolymer composed of glucosamine
and N-acetylglucosamine units connected by [3(1-4) linkages. This
polysaccharide is a deacetylated form of chitin, an abundant polysaccha-
ride present in crustacean shells, arthropods and some fungi, being
commercially produced with molecular mass between 3.8 x 10% and
2.0 x 10" Da[20]. Due toits hydrophilicity, biocompatibility, biodegrad-
ability and low toxicity, chitosan has been used as a biomaterial with
wound healing ability, hemostatic properties and antimicrobial activi-
ty [21,22].

Both policaju and chitosan have already been reported on the litera-
ture as potential materials to form hydrogels; however, most studies
promote chemical/structural modifications with the addition of active
radicals (carboxyl or amino groups), or through different types of chem-
ical crosslinks and physical interactions [23-27]. Nevertheless the use
of unmodified policaju, in combination with chitosan, as a potential ma-
terial to form hydrogel has not been widely explored in the literature
[1527-29].

Industrially, there is a growing interest in the formulation of mixed
polysaccharide systems, leading to final products having specific prop-
erties and possible cost advantages. The aim of this work was develop-
ing and characterizing hydrogels containing policaju and chitosan
without further modification in their chemical structure, and to evalu-
ate an efficient method of preparation of these hydrogels. The hydrogels
were characterized regarding their morphologies, particle size distribu-
tion, {-potential, water uptake, structure and rheological behavior.

2. Materials and methods
2.1, Materials

Polysaccharide from A occidentale L. tree gum ( collected from cashew
in the South coast of Pernambuco, Brazil) was obtained according to the
method described by Souza et al. [30] and termed policaju (POLI)
(Myca. 1.1 x 10° g mol =" [15]). Chitosan (CHI) with >75% deacetylation
(M, ca. 624 x 10° g mol~") was from Sigma (U.S.A.). All other reagents
were of analytical grade and used without further purification.

22. Preparation of POLI-CHI hydrogels

The polysaccharide solutions of policaju (10% wt/vol) and chitosan
(1% wt/vol) in 1.0% (vol/vol) lactic acid were previously prepared
under agitation using a magnetic stirrer (500 rpm). Hydrogels with
different proportions of policaju and chitosan (1:4, 2:3, 3:2 and 4:1,
respectively) were prepared according to the modified method de-
scribed by Abreu et al. [31]. Briefly, the chitosan pre-gel formation
consisted of adding 0.1 mol/L CaCl, (1% vol/vol of the final volume of
the desired mixture) to a beaker containing 1.0% (wt/vol) chitosan solu-
tion in 1.0% (vol/vol) lactic acid which was left stirring in a ultra-
homogenizer (Ultra-Turrax, IKA, US.A) at 7000 rpm for 1 h. After that,
the policaju solution 10.0% (wt/vol) in lactic acid 1.0% (vol/vol) was ex-
truded through a syringe needle (27-gauge) at a flow rate of 1.0 mL/min
and the mixtures, namely POLI-CHI pre-gel, were left stirring in Ultra-
Turrax for 1 h. Then, the POLI-CHI pre-gel was set at different pH values
(3.0-12.0) with 1.0 NaOH or HCl and stored under controlled tempera-
ture of 4 °C. The pre-gel of chitosan was used as control to observe any
macro and microscopic change on the hydrogels obtained with the ad-
dition of policaju.

The different POLI-CHI pre-gels and chitosan pre-gel (blank) were
distributed by glass Petri dishes (25 mL) and dried at 40 °C for 16 h.
The thin film obtained was swollen with 5 mL of distilled water and
dried again at 40 °C for 16 h and, from now on termed POLI-CHI hydro-
gel and chitosan hydrogel. This procedure contributes with the poly-
merization and activation of the matrix of the hydrogels for water
uptake.

2.3. Hydrogel characterization

2.3.1. Dynamic light scattering (DLS) and {-potential

Dynamic light scattering (DLS) and ¢-potential ({) measurements
were conducted on a ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, U.K.)
for chitosan solution, policaju solution, and POLI-CHI pre-gel with dif-
ferent proportions of policaju/chitosan. The DLS cumulants analysis
(30 scans) provides the characterization of a sample through the appar-
ent Z-average hydrodynamic radius (Rh) for the particle size (pm) and
polydispersity index (PDI), determined from the intensity of scattered
light at 25 °C and a fixed scattering angle of 90°. The {-potential values
were calculated using the Smoluchowski equation [32]. The measuring
of the particle size was carried out in triplicate with samples analyzed
in a period of 144 h, with intervals at 48 h for each analysis, in order
to evaluate particle size distribution.

2.3.2. Water uptake

The effect of ionic strength and pH of the immersion solutions on
water uptake (WU) capacity of the hydrogels was determined accord-
ing to Paula et al. [33]. For the ionic strength studies hydrogel samples
(ca. 1.0 g, each) were placed in a separate beaker containing NaCl
(conc. 0.000,0.056,0.084 and 0.173 M). For the pH investigation, hydro-
gel samples (ca. 1.0 g, each) were poured in 200 mM buffered aqueous
solutions of sodium citrate with pH 3.0 and 5.0; of sodium phosphate
with pH 7.0 and 8.0, of Tris-HCl with pH 9.0, and of sodium carbonate
with pH 11.0. After reaching equilibrium (over 48 h) the hydrogels
were accurately weighed.

The WU of the different hydrogels was determined at temperature of
25 °C over the 48 h with the following equation:
WU (%) = [—Wwfwn] 100 (1

WD

where W,y is the weight of swollen hydrogel in water at each time and
W, is the weight of the dried hydrogel. Three samples of hydrogel were
used for each measurement.

2.3.3. Scanning electron microscopy (SEM)

The SEM surface scans of the POLI-CHI pre-gels were conducted on a
scanning electron microscope Quanta 200 FEG (FEI, USA) at an acceler-
ating voltage of 10 kV under vacuum conditions. The samples were pre-
pared onto coverslips attached to a support coated with a thin film of
chromium and carbon to prevent the accumulation of static electric
charge on the surface during electron irradiation and to avoid scanning
faults and other image artefacts. The coverslips were dried naturally at
room temperature (25 °C). For each sample internal matrix structure
analysis, a cross-section of the swollen POLI-CHI hydrogels was lyophi-
lized utilizing the cryofracture method.

2.3.4. FT-IR spectroscopy

FT-IR spectra of POLI-CHI pre-gels were taken on a spectrometer
FT-IR Vertex 70 (Bruker, USA) in the range from 4000 to 450 cm™".
Powdered samples were prepared with KBr to make pellets. To achieve
a 2-cm™ ! resolution, 128 scans were made in each spectrum.

2.3.5. Rheological measurements—frequency sweeps, flow curves and
temperature stability

All rheological measurements were carried out according to Pinheiro
et al. [34] using a rheometer MCR301 (Anton-Paar, Austria). Initially, the
experiments were conducted with the POLI-CHI pre-gels and a chitosan
pre-gel. Afterward the tests were conducted in POLI-CHI and chitosan
hydrogels. The measurements were obtained, in triplicate for each sam-
ple, in a parallel plate geometry (diameter: 25 mm) cell with a gap be-
tween plates of 1 mm. In order to determine the appropriate strain for
linear viscoelastic regime, preliminary strain sweeps were conducted at
different frequencies (0.1, 1.0 and 10.0 Hz) for variable strains ranging
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from 0.1% to 10.0%. Frequency sweeps were carried out at 25 °C, in the A 45
0.1-100 Hz range within the linear viscoelastic region. Moreover, the Y
POLI-CHI hydrogels and the chitosan pre-gel were tested for tempera- - T \'\ ——Policaju (10%)
ture stability at oscillatory mode (frequency = 1.0 Hz) for a range of 3 \g‘-!\ =~ Chitosan (1%)
temperature from 0 to 70 °C, at a rate of 5 °C/min. 30 Yw o POLLCHI (23)
25 AV ——POLL-CHI {1:4)

2.4, Statistical analysis 52 : Rl

All results were expressed as mean + standard deviation, and 10 ALY
analyzed with one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a 5 Wi i u_ g
multi-parametric Tukey's post hoc test in GraphPrism® (GraphPad 0 e e Sy s
Software Inc., San Diego, CA). Statistical significance was established at 5 =]
p<0.01. Al

0.0 1.0 2.0 3.0 40 50 60 7.0 8.0 9.0 10.011.012.013.0

3. Results and discussion pH

Different ratios of 10% (wt/vol) policaju/1% (wt/vol) chitosan (1:4,
2:3, 3:2, 4:1, respectively) were tested to obtain hydrogels, however gg
the policaju/chitosan 3:2 and 4:1 ratios did not formed hydrogels. Prob- 26 P
ably, due to higher content of policaju and its high solubility in water, 24 g™
these proportions did not lead the ormation of thin films of hydrogels 22 !
capable of absorbing water without dissolving. In view of these results, T :122 f
all the experiments were conducted only for the policaju/chitosan 1:4 218 ~1
and 23 ratios. @14 Feg e

B2 rmale
3.1. Hydrogel characterization :'-g ﬂ-‘ _}f
3.1.1. Dynamic light scattering (DLS) and -potential s 05 Jﬂ 4
.1.1. Dynamic light scattering and {-potential measuremen 0.4 - "

The influence of pH (3.0-12.0) on the ¢-potential (mV) and particle 0.2 %i;'}ﬁ‘“““" T,
size (um) was evaluated by DLS for policaju (10% wt/vol) and chitosan "'“0_0 10 20 30 40 50 60 70 80 9.0 10.011.012.013.0
(1% wt/vol) solutions and POLI-CHI pre-gels (1:4 and 2:3). In a range pH

of pH 3.0-12.0, the ¢-potential of policaju solutions showed values be-
tween +5.5 and — 1.8 mV, considered a neutral range, which means
that the carboxyl group content of 6.3% [14] of this polysaccharide was
inefficient to present a negative charge (Fig. 1A). The polysaccharides
may be constituted either by polycations or by polyanions, depending
on their functional group, and may also be neutral, which is the
case of different types of polysaccharides with a higher content of man-
nose and galactose units, with {-potential values between — 13.7 and
—2.1mV [35].

Chitosan solutions presented positive {-potential values, ranging be-
tween +42.8 and + 1.65 mV when the pH increased from 3.0 to12.0
and this can be explained because the chitosan is a polycation with a
pKa of about 6.50 and has amino groups which can easily be positively
charged [36]. These results are in agreement with the {-potential values
obtained by Yu et al. [37] and Carneiro-da-Cunha et al. [35], which
observed a reduction of {-potential of chitosan solutions, in a range of
+60.0 and — 0.1 mV, with the increase of the pH value from 2.5 to
11.0. The ¢-potential values obtained by these authors are higher than
those obtained in the present work. This is possibly due to the higher
deacetylation degree of the chitosan used by those authors, when com-
pared to the one used in the work reported here. In fact, it is known that
the higher the deacetylation degree, the higher the content of amine
groups positively charged on the surface of the chitosan particles.

All POLI-CHI pre-gels (1:4 and 2:3) showed a decrease of {-potential
from +37.2 to —3.2 mV with 1:4 ratio and from + 18.1 to —0.4 mV
with 2:3 ratio, with the pH increase. The relative charge beyond the hy-
drodynamically stagnant layer of POLI-CHI pre-gels (1:4 and 2:3)
showed that there were significant differences in the resulting {-poten-
tial with the increase of policaju content (Fig. 1A).

As a general rule, suspensions with ¢-potential above 60 mV (abso-
lute value) show excellent stability: above 30 mV, suspensions are phys-
ically stable; below 20 mV, they are of limited stability; and below 5 mV,
they undergo pronounced aggregation [38]. The {-potential values ob-
tained for POLI-CHI pre-gels at pH 5.0 are in the limit of physical stability
(Table 1), showing positive values of {-potential (+13.30 4 0.62 mV)

Fig. 1. (A) The pH dependent ¢-potential of policaju, chitosan and POLI-CHI pre-gels 1:4
and 2:3. (B) DLS measurements of policaju, chitosan and POL-CHI pre-gels 1:4 and 2:3.
Each data point is the average of three determinations and error bars show the standard
deviation.

for 2:3 POLI-CHI pre-gel with high policaju content and also positive
for 1:4 POLI-CHI pre-gel with low policaju content (+23.27 +
0.25 mV). The pre-gels with higher {-potential values have a higher
charge density of the amino groups on the surface and are stable, as in
the case of pre-gel obtained with higher chitosan content (1:4). These
changes on chitosan charge, and on reduction of POLI-CHI pre-gels
charge were similar to those observed in alginate and chitosan pre-
gels reported by Abreu et al. [31] and in nanogels prepared by electro-
static self-assembly of chitosan and ovalbumin reported by Yu et al.
[37]. Of note, the association of chitosan with other natural or synthetic
polymers is a convenient and effective way to improve its physical prop-
erties for practical applications [39,40]. Since chitosan and policaju are
polyelectrolytes, it is possible to obtain ionic complexes through hydro-
gen bonding or electrostatic interactions [41], resulting in interpen-
etrating polymer network. Multivalent cations, such as Ca®*, can be
coordinated with carboxylate groups present in the hydrogel [42] and
associated with -OH groups present in the polysaccharide [43], which
results in the formation of polyanionic-cationic complexes resembling
a stabilized isotropic gel network.

Table 1
DLS measurements of the policaju, chitosan and POLI-CHI pre-gels 1:4 and 2:3 at pH 5.0.

Solutions ¢ (mV) Size (um) PDI

Policaju 10% 3.54 + 061 0224 + 0.004 0578 £ 0017
Chitosan 1% 2457 + 083 0378 + 0.006 0.500 + 0056
POLI-CHI (1:4) 2327 £ 025 0.168 + 0.009 0.257 £ 0027
POLI-CHI (2:3) 13.30 £ 0.62 0233 + 0.008 0.374 £ 0007
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Fig. 1B shows that the particle size of policaju solutions was almost
constant atall pH values (3.0-12.0), whereas chitosan solutions showed
a slight increase at the pH range of 3.0-5.0, remaining constant from
pH 5.0 to 6.5. When pH values exceeded 6.5, the precipitation occurred
immediately due to the aggregation behavior of the particles of chitosan
observed through the formation of turbidity and confirmed by increase
of the particles sizes.

Aggregation of polysaccharide solutions can be related with
the charge of the polysaccharide, where different charges will induce
different behaviors [35]. This phenomenon of aggregation in chitosan
solutions at neutral and basic pH values is related to the presence of hy-
droxyl and amino groups in chitosan’s structure [44]. All the POLI-CHI
pre-gels with 1:4 and 2:3 ratio showed a slow increase of particles
size in the pH range of 3.0-7.5, from 0.158 to 0.217 pm and from
0.149 to 0.455 um, respectively, while at pH 7.5 the particle size of
pre-gel 2:3 ratio was twice of that found for the pre-gel 1:4 ratio.
For pH values above 7.5, the charges and the solubility of chitosan
(pKa < 6.5) decrease rapidly, preventing the formation of dispersible
pre-gels and leading to precipitates, confirmed by the turbidity of the
material in the tubes and DLS measurements.

At pHvalues <5.0 the particle size of the pre-gels waslesser or equal
to the particle size of the constituents of the polysaccharide solutions
(Table 1). This may have been generated by the ultra-homogenization
process since the pre-gels undergo a physical extrusion in the Ultra-
Turrax, thus reducing particle size. The use of ultra-homogenization
process has been reported to reduce particle size of macromolecular so-
lutions [45]. Information concerning size homogeneity of the particles
within a sample is provided by DLS measurements in terms of polydis-
persity index (PDI).

The PDI describes the deviation of the measured autocorrelation
function from that of a dispersion of monodisperse spheres with the
same diameter. PDI values greater than 0.5 indicate a very broad
particle-size distribution which is probably not suitable for DLS evalua-
tion [46,47]. Up to pH 5.0, lower PDI values were obtained for the
POLI-CHI pre-gels (1:4 and 2:3), suggesting that there is a reduced

dispersion of average particle size for each pre-gel (Table 1). Therefore,
in view of the results obtained for {-potential and particle size, pH 5.0
was chosen in this work to produce stable POLI-CHI hydrogels.

3.1.2. Water uptake

According to the method describe before, POLI-CHI pre-gels were
used to obtain POLI-CHI hydrogels, and the swelling rate of POLI-CHI
(1:4 and 2:3) and chitosan hydrogels was investigated by water uptake
(WU) capacity (Fig. 2). Chitosan hydrogel swelled substantially over the
course of the first 2 h when reached saturation and remained constant.
In contrast, POLI-CHI hydrogels reached saturation with 24 h of immer-
sion in water and remained constant until the final of the experiment
(48 h). POLI-CHI hydrogels 1:4 and 2:3 ratios swelled up to 270% and
320%, i.e. it absorbed a mass of water originating a hydrogel with 3.7
and 4.2 times its dry weight, respectively. These results show that
higher the policaju content, more cross-linked is the hydrogel. Further-
more, it was observed that POLI-CHI hydrogels 1:4 or 2:3 demonstrated
to be extremely soft due to the high absorption of water.

No statistically significant differences in the WU values were found
for the POLI-CHI hydrogels with 48 h of immersion in water (Fig. 2A)
when compared to the corresponding values after 24 h of immersion
in water (270% and 320% for 1:4 and 2:3 ratios, respectively).

The effect of ionic strength and pH of immersion solution on the
water uptake capacity (WU) of the hydrogels was also evaluated. The
‘WU was dependent on the ionic strength and pH of immersion solution.
Regarding the ionic strength, an increase of WU capacity was observed
with the increase of ionic strength (NaCl 0.000, 0.056, 0.084 and
0.173 M); besides there was no significant difference observed for
POLI-CHI hydrogel 2:3 ratio. The WU maximum values of the POLI-CHI
1:4and 2:3 ratios were 295% and 330%, respectively, with 48 h ofimmer-
sion in the 0.173 M Na(l solution (Fig. 2B). The pH of the aqueous solu-
tion was varied between 3.0 and 11.0, using different buffered systems
according to their pKa value (Fig. 2C). The results showed a maximum
value of WU for both POLI-CHI hydrogels 1:4 and 2:3 ratios at pH 3.0
(300% and 380%, respectively), decreasing with the increasing of
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Fig. 3. Dry and swollen POL-CHI hydrogels after a period of 48 h. (A) 1:4. (B) 2:3. Insert shows polysaccharide solutions of 10% (wt/vol) policaju and 1% (wt/vol) chitosan.

pH from 3.0 to 5.0. Inan interval pH range of 5.0-11.0, an increase on WU
capacity reaching values of 285% and 340% at pH 11.0 for POLI-CHI
hydrogels 1:4 and 2:3, respectively, was verified. The maxima in WU ca-
pacity could be explained by the state of ionization of the main chemical
groups in the mixtures; the groups responsible for maintaining the chain
expansion and elongation: at the pH 3.0 maximum, the chitosan (NH*3)
group, and at the pH 11.0 maximum the policaju (COO™) group. Similar
results were reported in swelling studies for chitosan/cashew gum phys-
ical gels [33].

Superabsorbent hydrogels based on mixtures of different polysaccha-
rides, with high WU values have been also reported in the studies by
Guilherme et al. [23] and Chang et al. [48] who managed WU values for
hydrogels around 325% (acrylamide/cashew gum) and 100% (cellulose/
carboxymethycellulose) of their dried weight, respectively. Fig. 3 shows
POLI-CHI hydrogels 1:4 and 2:3 swollen with 48 h and the inserted pic-
ture shows the polysaccharide solutions of 10% (wt/vol) policaju and 1%
(wt/vol) chitosan; the colors of dried POLI-CHI hydrogels 1:4 and 2:3

and swollen POLI-CHI hydrogel 1:4 are similar to the color of policaju so-
lution. The POLI-CHI hydrogel 2:3 was brighter than the 1:4 hydrogel be-
cause of the higher content of water absorbed.

3.1.3. POLI-CHI hydrogels morphology

SEM results (Fig. 4) show a cross section in cryofracture of the matrix
of POLI-CHI hydrogels 1:4 and 2:3. The hydrogel matrices of the sam-
ples exhibited a macroporous architecture with pore size distribution,
being more uniform and smaller for hydrogel 1:4, with sizes of approx-
imately 6 pm (Fig. 4A and B). This uniform pore distribution for hydrogel
1:4 agrees with PDI values shown in Table 1. It can be observed that an
increased amount of policaju content led to changes in the morphology
of POLI-CHI hydrogel; this is evident in the higher number of pores
as well as in the asymmetrical pore size distribution observed for
hydrogels 2:3, with pore sizes peaking at 72 um (Fig. 4C and D).

This higher porosity distribution for hydrogel 2:3, agrees that this
hydrogel leads to more swelling and lowers the stiffness in comparison

Fig. 4. SEM micrographs of cross-section in cryofracture of POLI-CHI hydrogels. (Aand B) 1:4 (90x and 3000, respectively). (C and D) 2:3 (100x and 500, respectively).
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Fig. 5. FT-IR spectra of 10% (wt/vol) policaju, 1% (wt/vol) chitosan, and POLI-CHI pre-gels
1:4and 2:3 at pH 5.0.

with the hydrogel 1:4. These results shown that increasing the policaju
content in POLI-CHI formulation was capable of changing the matrix of
hydrogels and add new characteristics which raised new possible bio-
technological applications.
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Fig 6. Mechanical spectra of POL-CHI mixtures and chitosan hydrogel, at 25 “C. (A) 2:3. (B) 1:4. (C) Chitosan hydrogel. (D) Apparent viscosity versus shear rate of 1:4 and 2:3 POLI-CHI

mixtures and chitosan hydrogel.

3.1.4. FT-IR analyses

The interaction between the polysaccharides can be observed
through changes in the vibration modes of the main groups observed
by infrared spectroscopy (Fig. 5). Chitosan of 1.0 % (wt/vol) shows a
broad absorption at 3433 cm ™' from stretch vibrations of ~OH and
-NH, groups. Carbonyl groups (C = O) were detected at 1730 cm .
Their principal vibration modes are asymmetrical and symmetrical
bending NH3 (amide I and I1) vibrations at 1628, 1594 and 1457 cm ..
Other important stretching vibrations of —-CH,- from pyranesidic struc-
tures were observed at 1417-1313 cm™ ' [28,29].

The weak band at 1653 cm ™! in the infrared spectroscopy of
10% (wt/vol) policaju was assigned to the C = O group from glucuronic
acid, presentat 6% levels in the original gum. A broad band at 3424 cm ™!
due to the stretching vibration of 0-H, a small peak at 2932 cm™?, at-
tributed to the ~CH stretching vibration, and absorption at 1646 cm !,
due to O-H scissor vibrations from bound water molecules were ob-
served. Strong peaks at 1156-1038 cm ™" were also observed, due to
stretching vibrations of C-0-C from glucosidic bonds and O-H bending
from pyranosidic structures in agreement with the FT-IR of the nanopar-
ticles [27] and beads [29] obtained by mixing of policaju and chitosan.

The POLI-CHI complex formation was evidenced by the sharpening
of the bands from the two polysaccharides. Amine (—NH;) and carboxyl
(C = 0) groups from chitosan and the -CH group from policaju were de-
tected in POLI-CHI pre-gels (1:4 and 2:3); however, the bands were
shifted, which demonstrate the presence of molecular interactions be-
tween these two polymers. Physical interactions as Van der Waals forces
and hydrogen bonds may play an important role in this hydrogel com-
position, suggesting a physical hydrogel type. lonic interactions can be
discarded because of the absence of ionic groups in policaju structure
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available to interact with the amino groups of chitosan detected in the
pre-gels spectra.

3.1.5. Dynamic shear properties

The rheological behavior of POLI-CHI (1:4 and 2:3) and chitosan
pre-gels was evaluated. The rheometry of the mixed polysaccharide
pre-gel solutions showed the typical liquid-solid behavior of macromo-
lecular solutions: atlow frequencies the viscous modulus, G* dominated
over the elastic modulus, G, i.e., the system showed liquid-like features.
A crossover frequency for the two moduli was evident. After this value
the elastic response prevailed. Furthermore, the cross-over frequency
decreased as the policaju concentration decreased in the mixture.

In order to evaluate the gelation of the POLI-CHI hydrogel candi-
dates, oscillatory dynamic measurements were carried out for the
highest swollen hydrogels over a frequency range of 1-100 Hz.
Fig. 6A-C shows mechanical spectra of POLI-CHI mixtures (1:4 and
2:3) and chitosan hydrogel. The chitosan hydrogel exhibited a predom-
inant elastic behavior, with storage modulus (G') greater than loss mod-
ulus (G™), for the entire frequency interval investigated; this behavior
contrasts with the one observed for the pre-gel of chitosan (liquid-like
behavior, results not shown).

The swollen POLI-CHI (1:4 and 2:3) hydrogel candidates showed
typical viscoelastic behavior. Nevertheless, there was a reduction
in the crossover frequency between the G' and G” compared to the
POLI-CHI pre-gels (results not shown), indicating that gelification par-
tially occurred. It should be stressed that the hydrogel mixtures used
were at the highest swelling ratios. Lower amounts of retained water
should increase the elastic contribution from the polymeric structure.

POLI-CHIswollen hydrogels (1:4 and 2:3) showed an increase in the
complex viscosity values with the increase in frequency, being this in-
crease a function of the policaju content in the mixture (Fig. 6A and
B). The higher the policaju content, the lower the complex viscosity
values. This indicates that POLI-CHI hydrogel 1:4 has a higher
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interaction between the polysaccharides than POLI-CHI hydrogel 2:3.
The role of policaju concentration is best seen in Fig. 6D, showing the
magnitude of apparent viscosity versus shear rate for 1:4 and 2:3
POLI-CHI hydrogels and chitosan hydrogel.

During the preparation stage, it was found that temperature affects
the physical structure of hydrogels. Fig. 7 shows mechanical spectra of
POLI-CHI hydrogels and chitosan hydrogel, conducted in oscillatory
mode, as a function of temperature (0-70 °C). For the POLI-CHI 2:3 hy-
drogel samples tested, G" was greater than ', showing a steady reduc-
tion with an increase in temperature with no crossovers (Fig. 7A).
Assuming no substantial evaporation had occurred, it was observed
that at 62.7 °C for POLI-CHI 1:4 hydrogel (Fig. 7B) and 57.2 °C for chito-
san hydrogel (Fig. 7C), G’ crossed over G”, indicating that an ultimate gel-
ling structure has been reached. An increase in complex viscosity values
was observed accordingly indicating a greater interaction of the polysac-
charides involved and an increase in the organization of these hydrogel
networks when compared to the POLI-CHI 2:3 hydrogel samples.

Since the hydrogels are highly swollen, the latter results could also
be interpreted as due to variations in water content as a function of
temperature.

4. Conclusion

Hydrogels of policaju and chitosan were obtained successfully using
an ultra-homogenization process of direct injection and extrusion with
an ULTRA-Turrax. At pH 5.0 it was possible to obtain stable polysaccha-
ride solutions with low PDI values and small particles. The matrix
structure of POLI-CHI hydrogels showed a network with pores of differ-
ent sizes; networks more uniform for POLI-CHI 1:4 hydrogels than
POLI-CHI2:3 hydrogels. FT-IR analysis confirmed the existence of phys-
ical interactions between the polysaccharides involved and rheological
measurements showed a decrease in complex viscosity with the in-
crease of policaju content. Temperature seems to play an important
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role in hydrogel formation. Above 57 °C it was possible to polymerize
POLI-CHI hydrogels.

Dried POLI-CHI hydrogels swelled until 4.2-fold their initial weight.
An increase of policaju content induced a higher water uptake; there-
fore this increase of policaju content also resulted in weaker hydrogels.
The biological properties of polysaccharides involved and the features
presented by POLI-CHI hydrogels make them attractive for applications
in biotechnology, especially in biomedical, cosmetic and pharmaceutical
industries. Finally, the uniform porosity for hydrogel 1:4 suggests that it
might be suitable for biotechnological applications such as drug-con-
trolled release. Conversely, the high swelling and fluid composition for
hydrogel 2:3 suggest its possible use in cosmetic and medical industry
as a topical gel.
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HIDROGEL A BASE DE POLISSACARIDEOS NATURAIS, PROCESSO E Usos

Campo da Invencio

01. A presente invengdo descreve um hidrogel obtido a partir de
polissacarideos naturais, como o Policaju (extraido da goma do cajueiro) e a
Quitosana, além de descrever seu processo de obtengao e seus usos. A presente

invencdo se situa nos campos da quimica e bioquimica.

Antecedentes da Invencio

02.  Hidrogéis sao definidos como uma rede polimérica tridimensional
que ndo se dissolve e & capaz de absorver grandes quantidades de agua ou
fluidos biologicos. Devido a sua capacidade de absorgao de agua, os hidrogéis
tém tido ampla aplicagdo em diferentes areas biotecnolégicas, por exemplo, como
materiais para lentes de contato e separagdo de biomoléculas ou células,
matrizes para a imabilizagdo de células, como dispositivos para a liberagéo
controlada de compostos bioativos, em praticas clinicas da medicina experimental
para a engenharia e regeneragao de tecidos, diagnosticos, além de servirem de
materiais de barreira para regular aderéncias biologicas.

03. O Polissacarideo proveniente da goma do cajueiro Anacardium
occidentale L. (Policaju) vem sendo amplamente estudado e tem apresentado
resultados satisfatérios no processo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas. A
quitosana, outro polissacarideo, também tem sido investigada pela comunidade
cientifica em aplicagbes biomédicas e terapéuticas, por possuir uma excelente
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, propriedades curativas e
hemostaticas, bem como atividade antimicrobiana.

04.  Ambos Policaju e Quitosana tém sido reportados na literatura como
matérias-primas potenciais para formarem hidrogéis; contudo, algumas vezes
estes polissacarideos sdo modificados quimicamente com a adicdo de radicais
ativos, como grupamentos carboxila ou amino, ou através de ligantes quimicos e

interagdes fisicas.
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05. Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e
patentaria, foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

06. O artigo “Chitosan/cashewgumnanogels for
essentialoilencapsulation” de Flavia O.M.S. Abreua, Erick F. Oliveiraa, Haroldo
C.B. Paulaa, Regina C.M. de Paulab, com publicagdo em 1 de agosto de 2012,
revela o desenvolvimento de matrizes poliméricas de nano géis feitos de
Quitosana e goma de caju para encapsulamento de oleo essencial. O artigo
revela a combinagdo de goma de caju e quitosana nas concentracdes
(proporgdes) 1:10, 1:2, 1:1. 2:1 e 10:1. Entretanto, apesar do artigo revelar as
combinagbes de Quitosana com a goma de caju, a presente invengao difere do
referido artigo por apresentar concentragdes diferentes. Além disso, o método e o
uso pratico proposto pelo artigo também difere do presente desenvolvimento.

07. O documento WO2013091056A1, publicado em 27 de junho de
2013, revela composicoes farmacéuticas compreendendo o extrato de Arrabidae
Chica em sistemas de liberacao controlada. Sdo usados materiais naturais ou
polimeros modificados e/ou sintéticos como materiais de liberacdo controlada no
processo de produgdo dessa composi¢cdo. Dentre os materiais utilizados no
sistema de liberagdo controlada s&o citados como exemplo de polimero natural a
goma de caju e como exemplo de biopolimero modificado a quitosana. Além
disso, o documento revela o uso da composicdo farmacéutica para preparar
drogas medicinais para a cura de feridas de pele. Entretanto, a composi¢ao do
referido documento é feita obrigatoriamente a partir de extrato de Arrabidae Chica
que difere da composi¢cdo do hidrogel a base de polissacarideos naturais da
presente invencgao.

08. Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente
invengédo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade
inventiva frente ao estado da técnica.

09. Resta na técnica, portanto, a necessidade de uma criagao de
hidrogéis contendo policaju e quitosana sem que hajam modificagdes em suas

estruturas quimicas o que garante economia no processo e evita 0 uso de
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produtos sintéticos. Além disso, o processo de obtengdo dos hidrogéis a base de
polissacarideos naturais utilizado nesta invengdo apresenta vantagens pela
redugdo no ndmero de etapas e no tempo de preparo formando hidrogéis
homogéneos com um menor tempo de agitagdo. O uso pratico para esse hidrogel

como curativo topico também é carente nos antecedentes da invengao.

Sumario da Invencgio
10. Dessa forma, a presente invengdo vem resolver os problemas

constantes no estado da tecnica a partir da criagao de hidrogéis contendo policaju
€ quitosana sem que hajam modificagbes em suas estruturas quimicas,

11. Em um primeiro aspecto, a presente invengao apresenta um hidrogel
a base de polissacarideos naturais compreendido por uma combinagéo de goma
de caju e quitosana.

12. Em uma realizag&o preferencial, a propor¢éo entre goma de caju e a
quitosana varia entre 1:1 a 2:10 (m/m).

13.  Em uma realizagéo preferencial, a proporgéo entre goma de cajue a
quitosana esta entre 1:4 a 2:3 (m/m).

14, Em uma realizag&o preferencial, a estrutura possui macroporos que
variam entre 6 e 72 micrometros de diametro.

15.  Em uma realizagdo preferencial, a goma de caju é o policaju
Anacardium occidentale L.

16.  Em uma realizagao preferencial, o hidrogel compreende pH entre 4,0
e 7,0:

17. Em uma realizagdo preferencial, o hidrogel ¢ um agente
antimicrobiano.

18.  Em uma realizagao preferencial, o hidrogel € um cicatrizante topico.

19.  Em um segundo aspecto, a presente invencdo apresenta um
processo de obtencao de um hidrogel com as seguintes etapas:

a) Diluicao dos polissacarideos de quitosana e goma de caju em acido
latico

b) Preparacao de um pré-gel de quitosana;
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c) Adigao de solugdo de goma de caju sobre o pré-gel de quitosana até
uma diluicao entre 1:1 a 2:10 (m/m);

d) Aplicagado de agitagédo de pelo menos 7000 rpm;

e) Ajuste do pH do gel obtido para pH entre 4,0 e 7,0.

f) Secagem do gel obtido.

20. Em uma realizagdo preferencial, o processo compreende as
seguintes etapas de preparacao do pré-gel de quitosana:

a) Adi¢ao de uma solugéo 0,1M de CaCl2 a uma solugao de quitosana;

b) Aplicagdo de agitagédo de pelo menos 7000 rpm por pelo menos 20
minutos.

21.  Em uma realizagao preferencial, o processo compreende uma etapa
da aplicagdo de agitagéo de pelo menos 7000 rpm por pelo menos 20 minutos.

22.  Em um terceiro aspecto, a presente invencéo apresenta o uso de um
hidrogel para preparacéao de um curativo para tratar lesdes cutaneas ou dsseas.

23.  Em um quarto aspecto, a presente invengdo apresenta o uso do
hidrogel como um redutor de absor¢éo de gorduras e colesterol.

24. Em uma realizag&o preferencial, o uso de hidrogel é para fabricagao
de fibra sintética alimentar.

25.  Estes e outros objetos da invengao serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugédo na descrigao a seguir.

Breve Descricao das Figuras
26.  Com o intuito de melhor definir e esclarecer o contetido do presente

pedido de patente & apresentado as presentes figuras:

27. A Figura 1 mostra a absor¢do de agua do hidrogel a base de
polissacarideos naturais (1:4 e 2:3) a pH 5,0 durante um periodo de 48h sob
imers&o em agua. Cada leitura foi realizada em triplicata e os resultados foram
expressos em meédia + desvio padrao.
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28. A Figura 2 mostra o hidrogel a base de polissacarideos naturais
seco e hidratado apés um periodo de 48h. A — 1:4; B — 2:3. Os quadros inseridos
mostram as solugdes dos polissacarideos policaju 10% (p/v) e quitosana 1% (p/v).

29. A Figura 3 mostra as micrografias eletrénicas de varredura do corte
transversal em crio fratura dos hidrogéis a base de polissacarideos naturais A e B
-14,CeD-23.

30. A Figura 4 mostra o espectro mecénico dos hidrogéis a base de
polissacarideos naturais a 25 °C: A - 2:3, B- 1:4, C - hidrogel de quitosana (G’
modulo elastico (o), G”: modulo viscoso (m) e [n*]: viscosidade complexa (e)). D —
Viscosidade aparente X taxa de cisalhamento dos hidrogéis a base de
polissacarideos naturais 1:4 (e) e 2:3 (A) e 0 hidrogel de quitosana (m).

31. A Figura 5 mostra os aspectos macroscopicos da evolugao do
processo de reparagdo cutanea, apos o 3°, 7° e 14° dias, das lesdes cutaneas
induzidas e tratadas com uma Unica aplicagdo de 1mL de NaCl 0,15M (C- grupo
controle) e de 1mL do hidrogel (H - grupo tratado com hidrogel a base de
polissacarideos naturais 1:4) ap6s o ato cirlrgico.

32. A Figura 6 mostra a avaliagdo da regressao da area da ferida no 3°
dia pés-operatorio (C3- Controle, tratadas com uma Unica aplicagcao de 1mL de
NaCl 0,15M; H3- grupo tratado com 1mL do hidrogel a base de polissacarideos
naturais 1:4).

33. A Figura 7 mostra Avaliagdo da regressao da area da ferida no 7°
dia pos-operatorio (C7- Controle, tratadas com uma Unica aplicagao de 1mL de
NaCl 0,15M; H7- grupo tratado com 1mL do hidrogel a base de polissacarideos
naturais 1:4).

34. A Figura 8 mostra Avaliagao da regressao da area da ferida no 14°
dia pés operatério (C14- Controle, tratadas com uma Gnica aplicagcao de 1mL de
NaCl 0,15M; H14- grupo tratado com 1mL do hidrogel a base de polissacarideos
naturais 1:4).

35. A Figura 9 mostra Aspecto microscopico da evolucdo do reparo
cutaneo apos 3 dias coradas com Picrosirius (A e B) e 14 dias coradas com
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hematoxilina e eosina (C e D) sob tratamento com 1 mL de NaCl 0,15 M e 1 mL

de hidrogel a base de polissacarideos naturais 1:4.

Descricao Detalhada da Invenciao

36. A presente invencdo se refere a um hidrogel a base de
polissacarideos naturais compreendido por uma combinagdo de goma de caju e
quitosana.

37.  Em um segundo aspecto, a presente invencdo apresenta um
processo de obtengao de um hidrogel com as seguintes etapas:

g) Diluicao dos polissacarideos de quitosana e goma de caju em acido
latico

h) Preparacéo de um pré-gel de quitosana;

i) Adicao de solugdo de goma de caju sobre o pré-gel de quitosana até
uma diluigao entre 1:1 a 2:10 (m/m);

) Aplicagéo de agitagao de pelo menos 7000 rpm;

k) Ajuste do pH do gel obtido para pH entre 4,0 e 7,0.

) Secagem do gel obtido.

38. O processo de obtengdo de um hidrogel vem a solucionar o
problema de homogeneizag&o a partir da agitagdo de pelo menos 7000 rpm.

39.  Em um terceiro aspecto, a presente invencao apresenta o uso de um
hidrogel para preparagéo de um curativo para tratar leses cutaneas ou 6sseas.

40. Em um quarto aspecto, a presente invengdo apresenta o uso do
hidrogel como um redutor de absorcao de gorduras e colesterol.

41. O processo de obtengao de um hidrogel de polissacarideos naturais
de quitosana e goma de caju vém a solucionar o problema da obtengao
homogénea de um hidrogel contendo polissacarideos sem modifica¢cbes em suas
estruturas quimicas, com aplicagcdes de cicatrizacdo em lesdes cutadneas. A
obtengao homogénea foi solucionada a partir de uma agitagao de 7000 rpm. Além
disso, o uso de polissacarideos sem modificagdes em suas estruturas quimicas
evita o uso de produtos sintéticos. A combinagao de goma de caju com quitosana

proporcionou maior tempo de armazenamento & temperatura ambiente do
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hidrogel por conter propriedades antimicrobianas, evitando a contaminagdo por
micro-organismos. Além disso, o hidrogel pode ser aplicado como curativo topico.

42. A seguir sdo definidos alguns dos termos que s&o apresentados ao
longo do pedido de patente.

Hidrogel

43.  No contexto do presente desenvolvimento, o termo “Hidrogel” deve
ser entendido como uma rede polimérica tridimensional hidrofilica que nZo se
dissolve e é capaz de absorver grandes quantidades de agua ou fluidos
bioldgicos.

44.  Em uma realizagdo preferencial, os grupamentos hidrofilicos da
matriz polimérica sao hidratados e geram uma estrutura em "rede" dos hidrogéis.
O termo "rede" esta relacionado as ligagdes quimicas ou fisicas entre os
grupamentos ativos dos polimeros envolvidos.

Polissacarideos naturais

45.  No contexto do presente desenvolvimento, o termo “Polissacarideos
naturais” deve ser entendido como polissacarideos que n&o tiveram modificagées
em suas estruturas quimicas.

Combinagdo de goma de caju e quitosana

46.  No contexto do presente desenvolvimento, o termo “combinacao de
goma de caju e quitosana” deve ser entendido como a jungéo de polissacarideos
naturais como a goma de caju, extraido da goma do cajueiro Anacardium
occidentale L, e a quitosana, sem a modificagdo de suas estruturas.

Macroporos

47.  No contexto do presente desenvolvimento, o termo “macroporos”
deve ser entendido como poros presentes na arquitetura da matriz do hidrogel,
que variam de 6 e 72 micrometros de diametro.

Agente antimicrobiano

48. No contexto do presente desenvolvimento, o termo “agente
microbiano” deve ser entendido como uma substancia que possui propriedades
antimicrobianas, ou seja, que inibe o desenvolvimento de micro-organismos.

Cicatrizante topico
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49. No contexto do presente desenvolvimento, o termo “cicatrizante
topico” deve ser entendido como uma substancia que possui propriedades
cicatrizantes para o uso em lesdes cutaneas ou dsseas.

Processo de obtencéo de um hidrogel

50. No contexto do presente desenvolvimento, o termo “processo de
obtengao de um hidrogel” deve ser entendido como as etapas sequenciais para a
obteng&o de um hidrogel com a combinagéo de goma de caju e quitosana.

Usos

51.  No contexto do presente desenvolvimento, o termo “usos” deve ser

entendido como método e aplicagdo do produto da presente invengao.

Exemplo 1. Realizacdo Preferencial

52.  Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar
uma das inimeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

53. O presente projeto trata-se de um processo de obtencao de
hidrogéis a base dos polissacarideos naturais policaju (extraido da goma do
cajueiro Anacardium occidentale L.) e quitosana, contendo cloreto de calcio como
quelante de ions no processo de polimerizagdo. Como produtos finais séo
descritos hidrogéis de policaju:quitosana (1:4 e 2:3), que podem ser utilizados
como sistema de liberagdo de biomoléculas para diversas aplicagdes
biotecnoldgicas. Pelas propriedades antimicrobianas da quitosana e cicatrizante
do policaju, verificadas até o momento, estes hidrogéis demonstraram potencial
de uso como curativos topicos para acelerar o processo de cicatrizagao de lesées
cutaneas ou para uso nas aplicagées biotecnolégicas.

54. O processo detalhado para obtencdo do hidrogéis a base de
polissacarideos naturais consiste na utilizagdo de polissacarideos naturais de
policaju (10% p/v) e de quitosana (1% p/v) sem modificagdes em suas estruturas
quimicas, obtidos por diluigdo em acido latico a 1,0% (p/v). Em um primeiro
momento, 0,1 mol/L de CaCl2 (1% v/v do volume final da mistura desejada) foi

adicionada a um béquer contendo a solugdo de quitosana. A seguir foi utilizado
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um UltraTurrax (IKA,U.S.A.) no processo de agitagdo (7000 rpm) por 20 min para
formagéo de um pré-gel de quitosana. Em um segundo momento, foi extrusada a
solugéo de policaju através de uma agulha de seringa (caliber 27G), com fluxo de
1,0 ml/min, ao béquer contendo o pré-gel de quitosana. Foram feitas misturas
com proporgées de 1:4 e 2:3 e deixadas sob agitagao (7000 rpm) em um Ultra-
Turra por mais 20 min. Em seguida, os pré-géis a base de polissacarideos
naturais (1:4 ou 2:3) tiveram o seu pH ajustados para 5,0 com NaOH 1,0M e
entao volumes de 25 mL dos mesmos foram depositados em placas de petri ( 90
x 15 mm), secas a temperatura de 40°C em estufa por 16 horas. Os filmes obtidos
foram hidratados com 5 mL de agua destilada. O produto obtido foram os
hidrogéis a base de polissacarideos naturais (1:4 ou 2:3).

55. O Hidrogel do presente projeto possui varios usos praticos, entre
eles mecanismos de defesas e adubagéo na agricultura, redutor de absorgéo de
gorduras e colesterol como fibra sintética na industria alimentar, cicatrizante de
feridas cutaneas como enxertos para reparo 6sseo na indUstria médica e
antimicrobiana na indUstria biotecnoldgica.

56.  Foram feitos alguns testes entre as diferentes proporcdes obtidas de
hidrogéis a base de polissacarideos naturais (1:4 ou 2:3), especificados abaixo:

57. O primeiro teste foi a avaliagdo do hidrogel de acordo com a sua
capacidade de absor¢édo de agua. O hidrogel a base de polissacarideos naturais
(1:4) absorveu uma massa de agua de cerca de 270% (3,7 vezes) do seu peso
inicial apdés um periodo de 24h sob imersdo em agua. Sob o mesmo tempo de
imers&o de 24h, o hidrogel a base de polissacarideos naturais (2:3) apresentou
uma taxa de hidratacdo bem superior ao hidrogel a base de polissacarideos (1:4)
absorvendo uma massa de agua de cerca de 320% (4,2 vezes) do seu peso
inicial, como pode visualizado na Figura 1 e 2.

58.  No segundo teste foi realizado micrografias eletrénicas de varredura
dos hidrogéis a base de polissacarideos (1:4 e 2:3) em corte transversal
mostraram uma matriz com uma arquitetura de macroporos com diferencas
significantes no tamanho dos poros, sendo mais uniformes para o hidrogel a base

de polissacarideos (1:4) que apresentou poros com tamanhos de
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aproximadamente 6 micrémetros, o tornando um bom candidato a aplicagbes
biotecnologicas na liberagdo controlada de biomoléculas. Quanto aos hidrogéis a
base de polissacarideos (2:3) apresentaram poros maiores e mais assimétricos
com até 72 micrometros de didmetro, explicando o porqué do mesmo absorver
mais massa de agua que o hidrogel a base de polissacarideos (1:4), e estas
caracteristicas sugerem uma potencial aplicagdo do hidrogel a base de
polissacarideos (2:3) na indUstria médica e de cosméticos como gel topico. A
Figura 3 mostra os resultados das micrografias eletrénicas de varredura dos
hidrogéis.

59.  Em terceiro foi realizado o teste do espectro mecanico dos hidrogéis
a base de polissacarideos (1:4 e 2:3), que mostrou um comportamento visco
elastico tipico com aumentos na viscosidade complexa em fungao da frequéncia;
contudo o hidrogel a base de polissacarideos (2:3) possui uma matriz mais fraca
que o hidrogel a base de polissacarideos (1:4) o que pode ser visualizado pela
redugdo no intercruzamento entre os médulos elastico (G') e viscoso (G")
(Observar nos graficos abaixo). Pode ser visualizado ainda, que quanto maior o
contetdo de policaju, menor é a viscosidade aparente, o que significa que o
hidrogel a base de polissacarideos (1:4) apresenta uma maior interacao entre os
polissacarideos envolvidos na sua formulagdo que o hidrogel a base de
polissacarideos (2:3). Os resultados desse teste podem ser vistos na Figura 4.
Este comportamento visco elastico caracteristico dos hidrogéis os tornam bons
candidatos para serem aplicados como géis topicos.

60. O quarto e ultimo teste foi realizado com o propdsito de testar a
eficacia do hidrogel a base de polissacarideos (1:4) no processo de cicatrizagao
de lesbes cutaneas. Avaliacdo clinica ao longo de 14 dias pds-operatorio de
aplicagao tépica Unica de 1,0 ml do hidrogel a base de polissacarideos (1:4). Foi
observado que no 3° dias as lesées cutaneas in vivo realizadas em ratos Wistar
tratados com o hidrogel a base de polissacarideos 1:4) regrediram cerca de 20%
quando comparadas ao ratos sem tratamento. Este resultado foi confirmado pela
avaliag&o histopatologica, onde foi observado uma maior deposicao de fibras de

colagenos por toda periferia da lesdo em comparagao ao grupo controle. No final
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de 14 dias o grupo tratado com o hidrogel a base de polissacarideos naturais(1:4)
mostrou uma melhor cicatrizagdo em relagdo ao grupo controle por apresentar
uma maior camada de tecido revitalizado, como pode ser visto na Figura 5 e 6.

61.  Apos o terceiro dia da operagao foi feita uma avaliagao da regressao
da area da ferida. Com a avaliag&o, foi feita uma comparagéo entre o subgrupo
tratado com o hidrogel e o controle utilizando o método de analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Bonferroni para comparagdes multiplas (p<0,05), como
pode ser visto na Figura 7.

62.  Apos o décimo quarto dia da operagao foi feita uma Avaliagdo da
regressao da area da ferida. Com a avaliagéo, foi feita uma comparacéo entre o
subgrupo tratado com o hidrogel e o controle utilizando o método de analise de
variancia (ANOVA) e o teste de Bonferroni para comparagées multiplas (p<0,05),
como pode ser visto na Figura 8.

63.  No lugar indicado pela letra A na Figura 9, foi feito um tratamento
com NaCl 0,15 M apés 3 dias pos-operatorio. Foi observado a presenca de uma
crosta fibrino-leucocitaria irregular, como pode ser visto na Figura 9 por uma seta
azul, e deposicéo leve de colageno na periferia da lesao pelas setas laranjas.

64.  No lugar indicado pela letra B na Figura 9, foi feito um tratamento
com hidrogel a base de polissacarideos naturais 1:4 apos 3 dias pos-operatorio.
Foi o observado a presenga de uma crosta consistente, indicadas pelas setas
azuis na Figura 9, e deposicdo de colageno por toda a extensdo da lesio,
indicadas pelas setas laranjas na Figura 9.

65.  No lugar indicado pela letra C na Figura 9, foi feito um tratamento
com NaCl 0,15 M apés 14 dias pods-operatério. Foi observado uma lesdo
revitalizada com presenga de zona queratinizada ainda leve, indicados pela seta
vermelha na Figura 9, e o inicio da formacdo de anexos, indicados pela seta
verde na Figura 9.

66.  No lugar indicado pela letra D na Figura 9, foi feio um tratamento
com o hidrogel a base de polissacarideos naturais 1:4 apds 14 dias pos-
operatério. Foi observado uma leséo revitalizada com inicio da formagao dos

anexos, indicados pela seta verde na Figura 9, a presenca de camada delgada de
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queratina, indicada pela seta vermelha na Figura 9, e bordos da les3o, indicados
pelas setas brancas na Figura9, evidenciando a contragao/revitalizagao da lesao.
As setas duplas nos lugares indicados pelas letras C e D mostram a camada total
de tecido revitalizado.

67.  Em resumo do teste de cicatrizag&o, foi observado que com trés dias
de tratamento, as leses cutaneas in vivo realizadas em ratos Wistar tratados com
o hidrogel a base de polissacarideos (1:4), ja4 haviam regredido cerca de 20%
quando comparadas aos ratos sem tratamento. No final de 14 dias o hidrogel a
base de polissacarideos (1:4) mostrou ser Util em acelerar o processo de
cicatrizagéo de lesbes cutaneas.

68. Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui
apresentados e poderao reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e

em outras variantes, abrangidas no escopo das reivindicagées anexas.
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Reivindicacoes
HIDROGEL A BASE DE POLISSACARIDEOS NATURAIS, PROCESSO E UsOs

1. Hidrogel a base de polissacarideos naturais caracterizado por
compreender uma combinagao de goma de caju e quitosana.

2. Hidrogel, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pela
proporgao entre goma de caju e a quitosana variar entre 1:1 a 2:10 (m/m).

3. Hidrogel, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pela
proporgéo entre goma de caju e a quitosana estar entre 1:4 a 2:3 (m/m).

4. Hidrogel, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pela
estrutura possuir macroporos que variam entre 6 e 72 micrometros de
diametro.

5 Hidrogel, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pela
goma de caju ser o policaju Anacardium occidentale L.

6. Hidrogel, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por
compreender pH entre 4,0 e 7,0.

7. Hidrogel, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por ser
um agente antimicrobiano.

8. Hidrogel, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado por ser
um cicatrizante topico.

9. Processo de obtengdo de um hidrogel caracterizado por
compreender as seguintes etapas: diluicdo dos polissacarideos de quitosana e
goma de caju em acido latico; preparagdo de um pré-gel de quitosana; adigao
de solugdo de goma de caju sobre o pré-gel de quitosana até uma diluicao
entre 1:1 a 2:10 (m/m); aplicagao de agitagdo de pelo menos 7000 rpm; ajuste
do pH do gel obtido para pH entre 4,0 e 7,0; secagem do gel obtido.

10.  Processo de obtengéo do hidrogel, de acordo com a reivindicagdo
6, caracterizado por compreender as seguintes etapas de preparacao do pré-
gel de quitosana: adigdo de uma solugédo 0,1M de CaCl2 a uma solugéao de
quitosana; aplicagao de agitagéo de pelo menos 7000 rpm por pelo menos 20
minutos.
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11.  Processo, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por
compreender uma etapa da aplicagéo de agitagao de pelo menos 7000 rpm por
pelo menos 20 minutos.

12.  Uso de um hidrogel conforme definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5 caracterizado por ser para preparagéo de um curativo para
tratar lesées cutaneas ou Osseas. ‘

13.  Uso de hidrogel conforme definidko em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5 caracterizado por ser um redutor de absorg¢ao de gorduras
e colesterol.

14.  Uso de hidrogel, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado

por ser para fabricagao de fibra sintética alimentar.
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Resumo

HIDROGEL A BASE DE POLISSACARIDEOS NATURAIS, PROCESSO E Usos

A presente invengdo descreve um hidrogel obtido a partir de
polissacarideos naturais como o Policaju (extraido da goma do cajueiro
Anacardium occidentale L.) e a Quitosana, além de descrever seu processo de
obtengéo e usos. Os hidrogéis a base de polissacarideos naturais foram obtidos
em duas proporges, 1:4 ou 2:3, sendo o hidrogel (1:4) grande candidato a
aplicagdes tecnolégicas e o hidrogel (2:3) a industria médica. Especificamente, a
presente invengdo compreende um processo de obtengdo de hidrogéis a base
dos polissacarideos policaju e quitosana, com aplicagdo de agitagdo de pelo
menos 7000 rpm. Como produtos finais s&o descritos hidrogéis de
policaju:quitosana (1:4 e 2:3), que podem ser utilizados como sistema de
liberagao de biomoléculas para diversas aplicagdes biotecnolégicas, como o uso
como curativos topicos para acelerar o processo de cicatrizagao de lesées
cutaneas ou para uso nas aplicagdes biotecnoldgicas, na industria alimenticia
como fibra alimentar e na agricultura. A presente invencso se situa nos campos

da quimica e bioquimica.
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A new hydrogel based on two natural polysaccharides was prepared in aqueous medium with 1.7% (w/v)
galactomannan (from Cassia grandis seeds) and different concentrations of k-carrageenan (0.3, 0.4 and
0.5% wjv), CaCl, (0.0, 0.1 and 0.2 M) and pH (5.0, 5.5 and 6.0), using a full factorial design based on rhe-
ological parameters. The best formulation was obtained with 1.7% (w/v) galactomannan and 0.5% (w/v)
K-carrageenan, containing 0.2M CaCl; at pH 5.0. Nuclear magnetic resonance and scanning electron
microscopy where used in order to characterize the hydrogel formulation. A shelf life study was carried
out with this formulation along 90 days-period of storage at 4 °C, evaluating pH, color, microbial contam-
ination and rheology. This hydrogel showed no significant changes in pH, no microbial contamination
and became more translucent along the aging. Analyses by nuclear magnetic resonance and rheology
showed a larger organization of the polysaccharides in the hydrogel matrix. The results demonstrated
that this hydrogel was stable with possible applications in medical and cosmetic fields.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Hydrogels are macromolecular networks formed from natu-
ral or synthetic hydrophilic pelymers that can absorb and retain
a significant amount of water without dissolving (Lefnaoui &
Moulai-Mostefa, 2014; Ahmed, 2013), The hydrogel resistance to
dissolution arises from cross-links between network chains, while
their ability to absorb water arises from hydrophilic functional
groups distributed along the polymeric backbone (Ahmed, 2013).
Due to the combination of solid-like properties from the macro-
molecular network and liquid-like properties from the absorbed
water, hydrogels exhibit viscoelasticity resembling that of biolog-
ical tissue. In addition to these rheological properties, their high

# Corresponding author at: Universidade Federal de Pernambuco, Bioquimica,
Av. Prof. Moraes Rego s/n, 50670-420 Recife, PE, Brazil. Tel.: +55 81 21268547;
fax: +55 81 21268576.

E-mail address: mgcc1954@gmail.com (M.G. Carneiro-da-Cunha).

http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2015.08.042
0144-8617/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

biocompatibility have attracted attention in drug delivery appli-
cations (Da-Lozzo et al, 2013), pharmaceuticals (Laurén et al,
2014), biomedical applications (Kenawy, Kamoun, Mohy Eldin, &
El-Meligy, 2014), tissue engineering and regenerative medicine
(Huang, He, & Wang, 2013), diagnostics (Feyzkhanova et al., 2014),
wound dressing (De Cicco et al,, 2014), separation of biomolecules
or cells (Ahmad et al., 2014), barrier materials to regulate biological
adhesions (Zhang et al., 2011), and biosensors (Liu et al., 2015).
When forming hydrogels, polysaccharides of natural origin
have improved properties in comparison with synthetic polymers
(Manjanna, Pramod Kumar, & Shivakumar, 2010), Among natural
polymers, there are the gelling polymer agents as carrageenans, and
also thickening polymers, such as galactomannans, that, although
not producing network real cross-links, possess gel properties
above some specific concentration. Kappa-carrageenan (kC) is
obtained by alkaline extraction (or by modification of other car-
rageenans) from red seaweed (Rhodophyceae) (Prajapati, Maheriya,
Jani, & Solanki, 2014). Without chemical modifications, it has the
ability to form a strong three-dimensional network in presence of
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counterions (K* and Ca*2) when compared with other types of car-
rageenans (lambda-carrageenan). kC is composed of alternating
residues of 3-linked 3-D-galactopyranose 4-sulfate and 4-linked
3,6-anhydro-a-p-galactopyranose residues (Prajapati et al., 2014,
Pinheiro et al,, 2011). Due to its high hydrophilicity, mechanical
strength, biocompatibility and biodegradability, this polymer has
been mostly used in food industry as gelling, stabilizing and thick-
ener agent (Dima, Cotarlet, Alexe, & Dima, 2014). Nevertheless it
has also been used to reduce or to eliminate toxicity in biomedical
applications (Muhamad, Fen, Hui, & Mustapha, 2011).

Galactomannans are widespread polysaccharides commonly
extracted from the endosperm of numerous seed plants (par-
ticularly the Leguminosae) which develop energy-reserve and
hydration functions (Prajapati et al., 2013). The galactomannan
extracted from Cassia grandis seeds have a core constituted by
4-linked 3-p-mannopyranose with a repetitive single branch of a-
p-galactopyranosyl units linked to position 6 of the central chain
(Albuquerque et al., 2014). Due to its high molecular weight, water
solubility, non-ionic character, biocompatibility and gel properties
in higher concentrations, this polysaccharide can be used in food,
pharmaceutical, biomedical, cosmetic, textile and paper industries,
especially as an emulsion stabilizer (Albuquerque et al, 2014;
Pinheiro et al., 2011).

Various hydrogels formulated from natural polymers have been
used in industry. However, it has become clear that hydrogels con-
sisting of single polymer arrangements cannot meet entirely the
demands in terms of both properties and performance (Ahmed,
2013). In order to improve gel properties, new hydrogels based on
two or more polymers have been developed in the last years (Jang
et al,, 2014; Diao, Li, Xiao, Duan, & Xu, 2014; Soares et al., 2014;
Dash, Foston, & Ragauskas, 2013; Martins et al., 2012). Sometimes,
chemical modification in involved polymers, chemical crosslinks
and/or physical interactions is necessary. Such mixed systems
include polymer blends, copolymer, interpenetrating or semi-
interpenetrating polymer networks, with desirable properties (Liu
et al, 2014; Lv et al., 2014; Vudjung et al., 2014; Bhattacharyya &
Ray, 2014).

Along the years, the use of rheology for characterization of
viscoelastic properties in the production and application of poly-
meric materials such as gels and hydrogels has been essential
(Albuquerque et al., 2014; Jang et al, 2014; Dash et al, 2013;
Sandolo, Matricardi, Alhaique, & Coviello, 2007). The hydrogels
behavior during flow and applied stress are important quality
control parameters responsible for maintaining the products supe-
riority and increase its shelf life. In this work we have developed
a new hydrogel based upon optimized rheological characteristic
of a mixture of k-carrageenan and galactomannan from C. grandis
seeds, This optimization was achieved via a full factorial design 23
by which changing pH and both kC and cation concentrations, the
hydrogels formed were rheologicaly tested. In addition to a pri-
mary characterization of the new hydrogel, shelf life studies were
also carried out to guarantee its features during storage, making it
viable in biomaterial industry applications.

2. Material and methods
2.1. Material

The pods of C. grandis were collected at the rural zone of Per-
nambuco State, in the city of Angelim (Brazil), in July 2011. Ethanol
99.8%, acetone PA, NaCl and phenol were obtained from Vetec Fine
Chemicals Ltda. (Brazil). k-Carrageenan was purchased from Sigma
Aldrich (U.S.A.). All other chemicals were of analytical grade.

2.2. Extraction of the galactomannan from C. grandis seeds

The galactomannan from C. grandis seeds was extracted and
purified according to the method described by Albuquerque et al.
(2014). Briefly, dried seeds were boiled in distilled water 1:5 (w/v)
at 100°C for 1h and maintained for 18h at 25°C to facilitate
removal of the hull, The endosperm plus germ, were triturated in a
blender with 0.1 M NaCl 5% (w/v) at 25°C, filtered and precipitated
with 46% ethanol 1:3 (v/v) for 24 h. The precipitate was filtered
again, followed by a wash with 100% ethanol 1:3 (v/v) and twice
with acetone P.A. 1:3 (v/v), with filtrations between each washing.
The precipitated galactomannan obtained was dried in an oven at
100°C and finally pulverized and kept in a dry place until further
use.

2.3. Hydrogel preparation

Stock solutions of kC in different concentrations [0.3, 0.4 and
0.5% (w/fv)] and galactomannan (1.7% w/v) were prepared. A known
volume of kC was added into a beaker in addition to a known
concentration of CaCly. The solution was maintained under mag-
netic stirring (850 rpm), at 50°C during 20 min. The addition of
CaCl; [1.0% (v/v) of the final volume of desired mixture| was nec-
essary to ignite a crosslinking process. In order to evaluate the
latter process, hydrogel samples with three CaCl, concentrations
were actually utilized: OM, 0.1 M, and 0.2 M. After that, a well-
known volume of galactomannan solution, was added into the
beaker containing the kC+CaCl, solution at 1 ml/min flow rate,
using a needle syringe (27G). The mixture was left stirring under
850rpm at 50°C, during additional 30 min. Several samples were
prepared from the mixture adjusting their pH to 5.0,5.5 or 6.0 using
a 1M HCI solution. These final samples, now named hydrogels,
were distributed in a cell culture plate (6-well plate) and stored
at4°C,

2.3.1. Experimental design and statistical analysis

The best hydrogel mixture was selected by monitoring the
influence of the following independently controlled parameters:
k-carrageenan (kC) and CaCl; (Ci) concentrations, pH onto the
measured complex viscosity (n"), viscous-elastic moduli ratio
(G"|G’ =tan §), and the phase transition temperature (T;). The study
was conducted employing a 23 full factorial design (see Supple-
mentary material), in addition to a central point in quadruplicate
to allow for the estimation of pure experimental error. The results
were statistically validated by an analysis of variance (ANOVA) at
a significance level of p <0.05. All statistical and graphical analyses
were carried out with the Statistica 8.0 program (SatSoft Inc., 2008,
Tulsa, OK, USA).

2.4. Hydrogel characterization

2.4.1. Nuclear magnetic resonance spectroscopy

One dimensional (1D) 'H NMR spectra of the polysaccharides
and hydrogels were recorded using a Bruker DRX 600 MHz appara-
tus with a triple resonance probe, as described previously by Tovar
etal. (2012). Approximately 5 mg of each sample was dissolved in
0.5ml of 99.9% deuterium oxide (Cambridge Isotope Laboratory,
Cambridge, MA, USA). The spectra were recorded at different tem-
peratures (25 “C to 55 °C) with HOD (deuterated water exhibiting a
peak due to exchange with residual H,0) suppression by presatura-
tion. For NMR spectra, 32 scans were recorded using an inter-scan
delay equal to 1 s and the chemical shifts were displayed relative to
external trimethyl-silylpropionic acid at 0 ppm for 'H. The range of
temperature was made in order to observe the temperature influ-
ence on the hydrogel matrix.
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24.2. Rheological measurements

All rheological measurements were carried out, in triplicate for
each sample, according to Pinheiro et al. (2011) using a rheometer
MCR301 (Anton-Paar, Austria), in a parallel plate geometry (diam-
eter: 25mm) cell with a gap between plates of 1mm. In order
to determine the appropriate strain for linear viscoelastic regime,
preliminary strain sweeps were conducted at different frequencies
(0.1, 1.0 and 10.0 Hz) for variable strains ranging from 0.1 to 10.0%.
Frequency sweeps were carried out within a 0,1-100 Hz range,
maintaining a linear viscoelastic regime (0.2% strain deformation).
Moreover, the hydrogel was tested for temperature stability (see
Supplementary material) at oscillatory mode (frequency=1.0Hz)
for a range of temperature from 0 to 70°C, at a rate of 5°C/min
increase. Unless explicitly mentioned, all rheological measure-
ments were conducted at 25°C,

24.3. Stability and shelf life studies

Triplicates of the most stable hydrogel (Following a full facto-
rial test criterion—see Supplementary material) were storaged at
4°Cin sterile petri dishes (35 x 10 mm) and during 90 days-period,
a shelf life study were carried out by pH, colorimetric, rheologi-
cal measurements and microbiological analysis. After 1, 5, 10, 20,
30, 60 and 90 days, the hydrogel samples were taken randomly.
To evaluate the microbiological contamination of the hydrogel,
analyses of mesophilic aerobes, yeasts and molds, lactic acid bacte-
ria and psychrotrophs were carried according to the methodology
described by the Compendium of Methods for the Microbiologi-
cal Examination of Foods (Vanderzant & Splittstoesser, 1992),. The
hydrogels opacity was determined using a Minolta color meter (CR
400; Minolta, Japan) and according to the Hunterlab color scale.
Following this method, the degree of opacity (Y) was calculated
as the ratio between the opacity of each sample on a black stan-
dard (Yb) and the opacity of each sample on a white standard
(Yw). An average of random three Yb and Yw measurements was
used for calculations. The results were expressed as a percentage:
Y(%)=100(Yb/Yw).The rheological measurements were performed
as described before,

24.4. Scanning electron microscopy (SEM)

The SEM surface scans of the hydrogel were conducted on a
scanning electron microscope EVO LS15 (ZEISS, Germany) with
an accelerating voltage of 10kV under vacuum conditions. The
hydrogel samples were prepared 24 h before measurements. For
each sample internal matrix structure analysis, a cross-section of
the hydrogel was lyophilized utilizing the cryofracture method.
The lyophilized sample was attached to a coverslip via a coated
thin film of chromium and carbon. The coating also worked to
prevent the accumulation of static electric charge on the surface
during electron irradiation and to avoid scanning faults and other
image artifacts. The samples were sprayed with colloidal gold par-
ticles and then left drying at room temperature (25°C) before
scanning.

3. Results and discussion
3.1. Hydrogel characterization

In order to obtain an optimized hydrogel by mixing the galac-
tomannan from C. grandis seeds and k-carrageenan, a full factorial
design 23 was performed (see Supplementary material). According
to the results, it was possible to obtain a stable hydrogel composed
by 1.7% (wjfv) of galactomannan and 0.5% (w/v) of k-carrageenan,
with 0.2M of CaCl, at pH 5.0 which was capable of supporting
higher temperature (40.6°C).
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Fig. 1. One-dimensional "HNMR spectra (4.6-5.3 ppm region) of the purified galac-
tomannan, k-carrageenan and of hydrogel obtained by the mixture of these two
polysaccharides at 45°C (A). The impact of temperature variation was observed by
the broken harizontal lines on the 'H chemical shifts observed in the spectra of
purified galactomannan (B), k-carrageenan (C) and the hydrogel (D).

3.1.1. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy

We characterized the hydrogel formed by k-carrageenan and
galactomannan using 1D 'H NMR spectroscopy. The 'H chem-
ical shifts of these two polysaccharides are similar irrespective
the spectra were run using purified polysaccharide solutions or
hydrogel. Fig. 1 exemplifies this observation for the 4.6-5.3 ppm
region of the spectra run at 45°C. In this region, we can easily
identify the anomeric protons of the a-galactopyranosyl (a-G1)
and 3-mannopyranosyl (3-M1) units at 5.11 and 4.84 ppm, respec-
tively, of the galactomannan (bottom spectrum in Fig. 1A). It is
also possible to visualize the anomeric protons of the 3,6-anhydro-
«-galactose (-K1) and of the B-galactopyranosyl unit (3-K1) at
5.19 and 4.72ppm, respectively, of the k-carrageenan (middle
spectrum at 45°C in Fig. 1A). We can also identify H4 of the 4-
sulfated [-galactose ([3-K4) due to the characteristic downfield
shift of the 4-sulfation site. These results are in accordance with the
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Table 1
Color parameters L* and Y for the galactomannan/k-carrageenan hydrogel along 90
days-period.

Days L Y (%)

Ist 69.96 £ 0.91* 14.42 £ 0.81°
5th 7272 £ 1.97% 13.40 + 0.78%
10th 86.66 + 5.93° 10.41 + 0.36"
15th 90.03 + 2.27° 9.89 + 0.29¢
30th 88.35 £ 2.55° 9.90 + 0.27°
60th 87.91 + 4.45° 12.76 + 0.78°
90th 89.98 + 1.91° 11.10 + 0.49"

L* (Light); ¥ (%) (Opacity); Values expressed as an average + standard deviation.
Different superscript letters in the same column indicate a statistically significant
difference (p <0.05.).

solution NMR analysis of galactomannans and carrageenans previ-
ously reported in literature (Albuquerque et al., 2014; Cheng et al.,
2013; Yao, Wu, Zhang, & Du, 2014; Farias et al.,, 2008; Bosco, Segre,
Miertus, Cesa‘'ro, & Paoletti, 2005).

These characteristic '"H NMR signals of the galactomannan and
Kk-carrageenan show no significant shifts in the 'H NMR spec-
trum of the hydrogel (top spectrum in Fig. 1A), except for a very
modest ~0.02 ppm upfield shift of B-K4. Possibly this is a conse-
quence of interaction of 4-sulfate groups with calcium ions in the
hydrogel formulation, These results indicate that k-carrageenan
and galactomannan form a physical type hydrogel, containing
semi-interpenetrating polymer network (SEMI-IPN). Clearly, these
polysaccharides did not form a chemical type hydrogel, which
would result in shifts of their 'H-signals,

We also investigated the impact of temperature on the 'H spec-
tra of the purified galactomannan (Fig. 1B) and k-carrageenan
(Fig. 1C) and of hydrogel (Fig. 1D). The 'H signals show marked
downfield shifts as the temperature increases from 25°C to 55°C
(shifts indicated by horizontal broken lines in the Panels). How-
ever, more significant, the shifts are similar on the spectra run with
the purified polysaccharides solutions (Fig. 1B and C) or with the
hydrogel (Fig. 1D). Some 'H signals are broad or even not identi-
fied at 25°C, especially those of the [3-anomers, mostly because of
the interference of HOD signal at this temperature and of the water
suppression by presaturation. This is particularly relevant for the
TH spectra of the hydrogel at 25°C and 35°C (bottom panels in
Fig. 1D), which suggest strong intermolecular interaction and self-
organization of the polysaccharides in the gel state. The 'H signals
were recovered as the temperature increases, indicating disrup-
tion of the self-organization due to the increased dynamic of the
polysaccharides solutions. This is a typical phenomenon of viscous
solutions obtained with macromolecules (Shapiro, 2011).

3.1.2. Stability and shelf life evaluation of the hydrogel

The pH is an important parameter for evaluation of stabil-
ity and biocompatibility of hydrogel. The hydrogel formed using
galactomannan and k-carrageenan showed an average pH=5.70,
without significant variations (p<0.05). According to Segura,
Camargo Junior, Bagatin, and Campos (2010), this pH range is con-
sidered suitable for various applications, especially in cosmetics,
food and pharmaceutical industries. According to the microbiolog-
ical analysis, there was no observed microorganism growth in any
of the experimentation days (data not shown). The colorimetric
results for the L* and Y parameters are shown in Table 1,L* denotes
thelight content into the sample. The opacity (Y%)is another impor-
tant characteristic that indicates the capacity of biomaterials to act
as a barrier against light, and it is also a way to relate the major or
minor degree of miscibility of polymers (Li & Shimizu, 2006).

The experimental results have shown a significant increase in
luminosity of approximately 24% along the course of the measure-
ments followed by a reduction of opacity of 29%. On the first days it

is most likely that the hydrogel is on a globular/double helix stage
which scatters light more efficiently. With the aging of the hydro-
gel, as it keeps reacting with the free calcium ions, these helices
start aggregating and organizing in junction zones in a way that
reduces scattering and turns it more transparent. This comport-
ment was also observed by the changes in opacity, which exhibited
a reduction until the 30th day, with a small increase at the final
of the experimental time (60th and 90th days). This confirmed the
reorganization of the polysaccharide chains of the hydrogel that is
reflected in a less opaque macroscopic sample, it is, more transpar-
ent. A similar observation was reported by Silva, Pereira, Carvalho,
and Ferrua (2007), who showed that starch gels suffer structural
changes along its formation with decreasing opacity.

3.1.3. Rheometry

The hydrogel rheological studies are depicted on Fig. 2 Fig. 2A
shows an oscillatory experiment where the elastic (storage), ¢,
and dissipation (loss), G”, moduli are monitored as a function of
the oscillatory frequency. Regarding hydrogels, once the crosslinks
between the different chains of the polymers are established, the
network thus obtained shows a solid viscoelastic behavior and,
sometimes, a pure elastic behavior (Hennink & van Nostrum, 2002;
Cuggino et al., 2008). This can be visualized in Fig. 2A, which shows
G’ G” as a function of the oscillatory frequency. For longer peri-
ods of shelf storage, the gel matrix is reinforced and, in addition to
(' G”, the values of individual moduli do not vary substantially
with frequency. These characteristics are a pristine signature of
gel rheological behavior. Visually the hydrogel is self-standing (see
Supplementary material). For short shelf storage periods, although
(> (" and the gel behaviorstill preserved, the data indicate that the
long-range network structure is not fully developed. For instance,
at higher frequencies, both storage and loss moduli increase indi-
cating the presence of a small length scale structure. In Fig. 2A
the elastic modulus G increases too steeply in contrast to what
is expected for continuous gels. Instead its behavior resembles
that of a packing of emulsion droplets at the jamming transition.
It is important to note the classical gel behavior (parallel ¢’ to
(" as a function of frequency) occurs above the 15 days storage
period. In addition, the gel formed can be considered a strong gel
when compared to the pure galactomanan gel (Albuquerque et al.,
2014). Therefore, during the shelf storage (4°C storage temper-
ature) period the gel long-range structure is consolidated. These
results were similar to those obtained by Pinheiro et al.(2011), who
reported long-range gellification for mixtures of k-carrageenan and
galactomannan extracted from Gleditsia triacanthos seeds (60/40,
respectively) and Sophora japonica (60/40, respectively).

Macroscopic hydrogels can support only a limited amount of
stress and break when stress or strain exceeds some yielding limit.
The data show the two main characteristics of the formed gel: a
linear elastic region where G’ is constant regardless of the stress
applied; and a yield stress where the gel structure is destroyed and
the system starts flowing (Fig. 2B). Although G’ and G” lose meaning
at nonlinear regions, we will consider the point at the cross over,
when G’'=C", as the stress necessary to yield. Conversely G” does
not show a linear region. Instead there is a weak overshoot at the
crossover point. This overshoot does not exist in pure galactoman-
nan samples from C. grandis (Albuquerque et al,, 2014) and is most
likely due to the existence of long chains in the k-carrageenan as
also found in xanthan gum (Hyum, Kim, Ahn, & Lee, 2002), Dur-
ing a stress test, in order to keep oscillating frequency fixed, as the
stress (strain) increases the shear rate has to increase, Slow struc-
ture relaxation depends on the applied shear rate and gets faster as
the shearrate increases. That explains the increase in dissipation G
as the stress increases. However there is a peak at the point where
the shear rate reaches the oscillating frequency causing dissipation
to become inefficient. Overall, the increase in loss, G”, or storage, ¢/,
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Fig. 2. Rheological measurements of the best hydrogel formulation obtained from the full factorial design 2?. A—Elastic (G') and viscous (G") moduli as a function of the
angular frequency, dynamic oscillatory flow. B—Elastic (G’) and viscous (G”) moduli as a function of the shear stress, dynamic oscillatory flow. C—Elastic (G') and viscous (G”)
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Fig. 3. SEM micrographs of the surface and matrix of the galactomannan/k-carrageenan hydrogel at the first day (A and B, respectively) and after 90 days-period of storage

at4+°C (C and D, respectively).
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moduli as a function of the storage time (Fig. 2C) corroborates what
was previously discussed about an increase in the organization of
the polysaccharide chains in the hydrogel matrix.

The elastic modulus for day 1 is very similar to the G’ for
pure galactomanan. It is worth noting that the galactomanan/k-
carragenanan combination is stiffer — higher G’ — but less tougher,
i.e. the area G’ x stress is smaller than that of the pure galac-
tomannan (Albuquerque et al,, 2014). The accommodation of the
interstitial entangled galactomannan network reduces the elastic
modulus G’ — there is a lower energy required to deform the net-
work - at the same time that it increases the dissipation via the loss
modulus locally. Finally, as the shelf storage period increases, there
was an increase in the stress where the crossover between elastic
and viscous moduli occurred (Fig. 2D). These results corroborate
those presented in Fig. 2A, indicating that the hydrogel matrix was
getting more organized and stiffer along the shelf storage period.

3.2. Scanning electron microscopy (SEM)

Studies of scanning electron microscopy were carried out to
characterize the microstructure morphology of the freeze-dried
galactomannan/k-carrageenan hydrogel. Fig. 3 shows the SEM
images of the surface and matrix of the hydrogel at the 1st day
after preparation and after 90 days of storage at 4°C. In the 1st
day, the surface image indicates a rough and wavy morphology
(Fig. 3A). In contrast, the matrix shows a 3D network, composed
of 2D folded sheets, allowing for a reasonable interconnection
between macropores (Fig. 2B). The roughness on the surface of the
hydrogel is attributed to the presence of galactomannan (Lombardi
&Mercé, 2003). It can also be observed an interconnection between
pores that could be assigned to the crosslinking network formation
between the sulfate group from k-carrageenan chains and Ca*? ions
in the hydrogel formulation. Pore connectivity determines the easy
flow of drugs and indicates if the hydrogel is appropriate for tissue
engineering applications (Varghese, Chellappa, & Fathima, 2014).

After 90 days of storage at 4°C, both surface and matrix of the
hydrogel changed (Fig. 3C and D). The surface of hydrogel became
less rough and the pores in the matrix became larger than the first
day. This could be attributed to the organization of the polysaccha-
ride chains in thin helices that starts to aggregate, thus reducing
the fibers, and increasing the pores of the hydrogel matrix. Besides
the fact that the porosity created by cryofracture method does not
represent the hydrated porosity since the lyophilization process
creates artifacts, the SEM analysis of the hydrogel remains inter-
esting since these artifacts are linked to the real structures and
the density of the hydrogels. The same observation was reported
for thermosensitive chitosan hydrogels (Assaad, Maire, & Lerouge,
2015). The differences observed along the 90 days-period suggests
that the hydrogel morphology can be modified by the aging time
and depending on the targeted application, a smaller or larger
porosity may be more favorable, given that porosity influences the
drug release and cell invasion in tissue regeneration applications.

4. Conclusion

According to the results obtained of a full factorial design
23 based on rheological parameters, it was possible to obtain a
stable hydrogel composed by 1.7% (w/v) of galactomannan (from
C. grandis seeds) and 0.5% (w/v) of k-carrageenan, with 0.2M of
CaCly at pH 5.0. This hydrogel showed a temperature resistance
until 42°C without losing its shape, Furthermore, there were no
significant changes in pH and no microbial contamination. Nev-
ertheless it was observed a decrease in opacity and an increase in
the transparency along of the 90 days-period of storage at 4 °C. The
nuclear magnetic resonance has indicated the absence of covalent

bonds which classify the investigated hydrogel as a physical gel,
and confirmed that the temperature plays an important role in the
maintenance of this physical gel matrix stability. Furthermore, the
thermo-rheological tests confirmed a higher organization of the
polysaccharides in the hydrogel matrix over the storage period
with the elastic modulus always higher than the viscous modulus.
The SEM analysis of the hydrogel matrix showed interconnected
macropore architecture with a rough surface, These pore matrix
interconnections may lead to an easy flow for biomolecules as well
as scaffold matrices for tissue engineering. These results showed
that this hydrogel has good and stable physical properties with
potential application in medical and cosmetic industries,
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Abstract

The application of bromelain as a topical wound healing compound has been difficult to be managed because of
its instability. Although it has beneficial properties for wound healing process, the use of bromelain for a long
time of application, without losing its activity, is still a challenge. Healing enhancement and pain control are
critical issues on wound management. So far, different wound dressings have been developed. Among them,
hydrogels are the most applied. Herein, a hydrogel composed of galactomannan and k-carrageenan was
produced for the incorporation of bromelain. The performance of the hydrogel with or without bromelain in the
wound healing process was evaluated through in vivo assays, during 14 days. The attained results revealed that
hydrogel, alone, improved the healing, however the incorporation of bromelain in its matrix accelerated and up-
regulated this process contributing with a no scar healing. These results demonstrated that the incorporation of
bromelain into the galactomannan/k-carrageenan hydrogel can be used in cutaneous dressing applications for

wound healing.

Key-words: bromelain, hydrogel, galactomannan, k-carrageenan, wound healing.
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1. Introduction

Wound healing is one of the most complex biological processes of cellular and biochemical events
involving inflammation, migration and proliferation of different types of cells and extracellular matrix (ECM)
proteins to restore tissue integrity and homeostasis. For wound treatments, dressings have been developed for
centuries to prevent further injury and bacterial invasion, but nowadays their design has evolved toward multi
functionalities to better control potential infections and to accelerate the healing process [1,2]. In this segment,
hydrogels cover a large segment due to their well-recognized biocompatibility and the capacity to absorb the
exuding liquids and debris from the wound area. They can act as a three-dimensional scaffold for tissue
engineering or as a water-controlled system for drug delivery [3-5].

Synthetic polymers are often used to obtaining hydrogels due to reproducibility and its chemical properties,
such as molar mass and specific control of the crosslink density among the polymer chains. These properties
determine the dynamics of the formation of the hydrogel matrix and also determine their mechanical and
degradation properties. However, synthetic polymers, from a biological point of view, often do not have a
desired bioactivity and cellular biocompatibility, which can translate into adverse side effects. On the other hand,
natural polymers, as polysaccharides, are plentiful and more similar to components present in the biological
ECM and can be readily accepted by the body, since mostly exhibit high bioactivity and biocompatibility [6].

Galactomannans are a widespread polysaccharide commonly extracted from the endosperm of humerous
seed plants (particularly the Leguminosae) and have a core constituted with 4-linked B-D-mannopyranose with a
repetitive single branch of a-D-galactopyranosyl units linked to position 6 of the central chain [7]. Due to its
high molecular weight, water solubility, non-ionic character, biocompatibility and gel properties in higher
concentrations, this polysaccharide can be used in food, pharmaceutical, biomedical, cosmetic, textile and paper
industries, especially as an emulsion stabilizer [8,9]. Kappa-carrageenan (kC) are obtained by alkaline extraction
(or by modification of other carrageenans) from red seaweed (Rhodophycae) and are composed of alternating
residues of 3-linked B-D-galactopyranose-4-sulfate and 4-linked 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose residues
[9,10]. Due to its high hydrophilicity, mechanical strength, biocompatibility and biodegradability, this polymer
has been mostly used in food industry as gelling, stabilizing and thickener agent [11]. Nevertheless it has also
been used to reduce or to eliminate toxicity in biomedical applications [12].

Bromelain (EC 3.4.22.4) is the generic name given to the collection of proteases or proteolytic enzymes

found in plants of the Bromeliaceae family, of which the best known is pineapple [13]. Bromelain has several
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uses, all based on its proteolytic activity, such as in the food and pharmaceutical industries [14,15]. These
enzymes play an important role in the proteolytic remodeling of ECM in many physiological processes,
including tissue morphogenesis, tissue repair, angiogenesis and tissue remodeling, reducing bruising, pain and
the healing time [16,17]. However, topical application of Bromelain in wounds still is a challenge, because these
enzymes are unstable in solution and are subject to inactivation and/or denaturation.

In the present study, we propose a galactomannan/k-carrageenan hydrogel with enhanced wound healing
activity by bromelain incorporation. This hydrogel formulation was evaluated against topical wound in rats and
the proteolytic activity was always monitored to confirm if the bromelain still remained active in the hydrogel
matrix. Further, the epithelial cell proliferation and differentiation process was immunohistochemically assessed
using cytokeratin 14-, and proliferation cell nuclear antigen (PCNA)-specific antibodies. Cytokeratin 14 and
PCNA are normally expressed in the basal layer of stratified epithelial cell types for many tissues, including the
oral mucosa and epidermis [18,19]. Their expression pattern in the epidermal tissue changes during the re-

epithelialization process and can help in the evaluation of the healing process [20,21].

2. Material and methods

2.1. Materials

The pods of Cassia grandis (C. grandis) were collected at the rural zone of Pernambuco State, in the city of
Angelim (Brazil), in July 2011. Ethanol 99.8%, acetone PA, NaCl and phenol were obtained from Vetec Fine
Chemicals Ltda. (Brazil). The galactomannan from C. grandis seeds was extracted and purified according to the
method described by Albuquerque et al. [8]. k-Carrageenan (kC) and commercial Bromelain from pineapple
stem were purchased from Sigma Aldrich (U.S.A.). Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and cytokeratin 14
(CK14) antibodies from rat were purchased from SANTA CRUZ (U.S.A.). All other chemicals were of

analytical grade.

2.2. Galactomannan/xcarrageenan hydrogel preparation and bromelain incorporation

Stock solutions of 0.5 % (w/v) of «C and 1.7 % (w/v) of galactomannan were prepared. A known volume of
«C was added into a beaker in addition to a known concentration of of 0.2 M of CaCl.. The solution was
maintained under magnetic stirring (850 rpm), at 50 °C during 20 min. The addition of CaCl; [1.0 % (v/v) of the

final volume of desired mixture] was necessary to ignite a crosslinking process. After that, a well-known volume
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of galactomannan, was added into the beaker containing the xC + CaCl; solution at 1 mL/min flow rate, using a
needle syringe (27G). The mixture was left stirring under 850 rpm at 50 °C, during additional 30 min. The pH of
the mixture was adjusted to to 5.0 using a 1 M HCI solution. This final solution, now named hydrogel (H), was
sterilized during 20 min in an autoclave. Then, after the hydrogel reach the ambient temperature, the Bromelain
(1.0 mg/mL) was added in the solution and left stirring under 100 rpm during 1 hour. The hydrogel (H) and the
hydrogel containing bromelain (HB) were stored at 4 °C for further application. The bromelain activity in the

HB was monitored along a 21 days-period and determined by the method described by Soares et al. [22].

2.3. Treatment groups and histopathological evaluation

Forty five male rats of the Wistar strain (Rattusnorvegicus) [90-120 day-old, weighing 250- 300 g] were
submitted to experimental surgical procedures, being anesthetized intramuscularly with 2 % (w/v) of xylazine
hydrochloride and 10 % (w/v) ketamine hydrochloride at 1:1 ratio. The antisepsis of dorsal thoracic region was
made using 1 % (w/v) povidone-iodine and 0.9 % (w/v) NacCl sterile solutions. An aseptic dermal wound (& =
0.8 cm) was made by skin incision and divulsion of epidermal layer. After the surgery the animals were
randomly divided into three groups (n = 15) according to the treatment: (C) Control, 0.1 ml of 0.9% (w/v) NaCl,
(H) hydrogel and (HB) hydrogel containing bromelain. The groups H and HB received daily application of 0.1
ml of hydrogel for dressing, and the group C received saline solution of 0.1M NaCl. All animal procedures were
in accordance with the Colégio Brasileiro de Experimentacdo em Animal (COBEA) and the Animal Ethical
Committee of the Universidade Federal de Pernambuco approved the experimental protocol n°
23076.027753/2012-26. After surgical procedures, the animals were clinical evaluated daily according to the
presence of the following criteria: edema, hyperemia, presence of exudate, crust, detachment and
reepithelialization. A visual proof of the wound healing pattern was recorded by taking digital photograph from a
constant distance at the indicated time point. The time taken for full re-epithelialization of the wound biopsies
was noted, the rate of contraction and surface area was measured by the standard planimetric method, by tracing
the wound on transparent graph sheet. The percentage of wound con-traction was calculated using the following

formula:

[wound area day 0 — wound area day (n)]

0% wound contraction = = 100
wound area day 0

where n = number of days (3", 71, 14" day).
Five animals from each group were sacrificed after 3, 7 and 14 days following the surgical procedure, using

lethal doses of sodium thiopental (200 mg.Kg-1). Skin fragments are collected with a wide margin (+ 1 cm) from
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the original lesion and stored in 10 % (v/v) formalin, according to Michalany [23]. The histological specimens
were included in paraffin and after microtome cut, the sections were stained using hematoxylin-eosine (HE), for

cellular observation.

2.4. Immunohistochemical analysis

Serial sections were immunohistochemically processed by the modifications in the method described for
Hosoya et al. [24]. The sections were subjected to autoclaving, while immersed in citric acid buffer (pH 6.0), for
15 min at 121°C for antigen retrieval. After standing for 20 min at room temperature, they were treated with
0.3% H,0- in a solution of 0.1 M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) for 15 min at room temperature in
order to inactivate endogenous peroxidase. They were subsequently pretreated with goat serum for 30 min at
room temperature, and then incubated overnight for 18 h with primary antibodies at 4°C. Mouse monoclonal
antibodies against rat CK14 (1:200) and rat PCNA (1:400) were employed. The sections were rinsed in PBS and
consecutively reacted with biotinylated goat antibody against mouse 1gG (secondary antibody). They were then
allowed to react with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin. The immune complexes were
visualized using 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Liquid DAB Substrate kit). The immunostained
sections were counter-stained with Mayer’s hematoxylin (Lab Vision, CA, USA), dehydrated with xylene and

mounted with Entellan® (Merk).

2.5. Statistical analysis
Concerning statistical analysis, were applied the two-way method of analysis of variance (ANOVA). The
statistical significance was set at 5 % (p<0.05) and the software used for data entry and processing was the

Graphpad Prism for Windows, version 5.0 from Graphpad Software, Inc.

3. Results and discussion

3.1. Bromelain stability in galactomannan/x-carrageenan hydrogel

The stability of incorporated bromelain in the hydrogel was evaluated over the 45 days of storage at 4 °C in
a view to a possible application as a topical wound dressing. On the storage day and on the 1st, 2nd, 4th, 8th,
14th, 21st, 30th and 45th days were collected samples of bromelain solution (in phosphate buffer pH 5.0) and the

hydrogel containing bromelain (1.0 mg/mL) for determination of enzymatic activity (Fig.1). A decline of more
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than 50% of activity was found for the free bromelain in the first twenty days and a continuous decrease was
observed until the end of 45 days with a relative activity of 5,93%. On the other hand, only a decline of 11% of
activity was found for the incorporated bromelain, and after that remained stable until thirty days with 82,38% of
the initial activity.
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Fig.1. Relative enzymatic activity of free bromelain in phosphate buffer pH 5.0 (A) and hydrogel containing
bromelain (m).Each data point of represents the average of three experiments and the error bars show the

standard deviation.

At the end of 45 days, the difference between the free and incorporated bromelain activities was 91,64% of
the initial activity. Different synthetic polymers have been utilized in the past years to maintain the bromelain
stability along the days under storage at 4 °C. Bresolin et al. has incorporated bromelain in different
dermatological bases, which were stable as its organoleptic characteristics (appearance, color, smell and
sensitivity to touch) only when kept at 4 °C with activity remaining 95.5%, 84,9%, 77.7%, 73.8% and 72.3%,
after 90 days of testing in Carbopol gel, Lanette and Chemyunion® cream, and Lanette and Chemyunion®
lotion, respectively [25].

Scaffolds made of natural polysaccharides have also been applied to maintain the stability of enzymes. The

stability of a trypsin covalently immobilized through a membrane of a cellulosic exopolysaccharide produced by
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Zoogloea sp. was evaluated over 54 days by Cavalcante et al. [26], which was found activity retention of
99.12%. Further, Monteiro et al. reported the incorporation of trypsin into a Policaju-Cellulose wound dressing
retaining 86% of the enzymatic activity during 28 days of storage at room temperature (25 + 3 °C) [27]. Once
more the results found in this work suggest that the incorporation of bromelain in galactomannan/«x-carrageenan

hydrogel presented good activity to be used in the wound healing process.

3.2. Rate of wound contracture and macroscopic evaluation

The time taken for the contraction of excisional wounds was calculated from the planimetric sheet
photographs using the ImageJ® software program from the wound tracing. The statistical significance between
the groups performed using two-way ANOVA and the results showed that the C group was significantly
different from H and HB groups on the specified day. Percentages of wound contraction in all groups are shown
in Fig.2A. Control group showed the slow rate of wound contraction at various time intervals in post treatment
with NaCl 0.15 M. There was a significant increase in the percentage of wound contraction in groups treated
with H and HB compared to that of C on all days. However, H and HB treated groups did not show much
variation, throughout the study, though HB was marginally better than H. Nevertheless, the healing was much
better compared to C. On 14th day of the experiment H and HB treated groups showed same amount of wound
contraction with a complete closure.

Regarding clinical observations (Fig.2B), from the first to the third day after surgery, all studied groups
presented crust with edema and hyperemia. Further, the C group showed the presence of exudate in the first two
days of experiments. The presence of exudate indicates an intense inflammatory response, which means more
pain. Comparing the three groups, it was verified that the HB group showed less intense edema and hyperemia in
the first three days of experiments. This could be related to the anti-inflammatory activity of bromelain. During
the healing hemostatic process, in the first three days of cicatrization, it was verified that bromelain acts reducing
the prothrombin and factor X, both required for the activation and conversion of fibrinogen to fibrin via the
intrinsic and extrinsic common pathway of the coagulation cascade [28]. Furthermore, bromelain inhibits the
generation of bradykinin in inflammatory site through the depletion of plasma kallikrein. These actions results in
significant reduction of pain and edema, as well as a better circulation to the injured site [29]. The H group
showed no inflammatory exudate in the early days of the healing process because hydrogels can mimics the

biological tissues providing some pain relief and they also can used to promote autolytic debridement during the
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inflammatory stage of wound healing and also be used over granulation tissue to promote re-epithelialization and

contraction [30,31].
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Fig.2. A - Wound area retraction of treated groups: Control (C); Hydrogel (H); Hydrogel containing bromelain
(HB). The bars are expressed as mean + standard error (n = 5). The asterisks represent the significant differences
between the C and H/HB groups at the euthanasia day (p<0.05). B — Photos showing an example of the healing

effect of the hydrogel (H) and the hydrogel containing bromelain (HB) on wound compared with to control (C).
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From the 4™ to the 6™ day, all groups still presented crust with the absent of edema and hyperemia. At the
6th day, the HB group started to lose its crust, characterizing the detachment. From 71" to the 9" day, all groups
presented a similar pattern with crust, detachment and re-epithelization. From the 10" to 12! day, only
detachment and re-epithelization, and from the 13" to 14™, just re-epithelization. It is important to point that the
wounds of HB group were completely closure with 10 days of experiments. The scar tissue formed after the
surgical procedure in H and HB groups was much reduced in comparison to C and its coloration was paler and

more similar to mature surrounding tissue, evidencing by HB group at 14 days post operatively.

3.3. Histological observations

Histological examination of wound tissues was performed for all control and experimental groups using
H&E staining to observe the formation of epithelium, connective tissue, inflammatory response, fibroblast
proliferation and collagen deposition. On day 3, H&E stained tissue sections of control and treated groups
showed epithelium and connective tissue. The connective tissue has abundance of acute and chronic
inflammatory cells such as neutrophils and lymphocytes with blood vessels and extravasated red blood cells
(Fig. 3). It was also observed that the polymorphonuclear neutrophils presented in HB group was more intense
and distributed to all wound area when compared to C and H group. This intense recruitment is attributed to the
bromelain activity incorporated in the galactomannan/x-carrageenan hydrogel matrix. Physiologically, bromelain
can stimulate the release of grown factors as TGF-B, FGF and VEGF, which increase the signalization of mono
and polymorphonuclear cells and fibroblasts to the wound area at the hemostasis and anti-inflammatory response
of cicatrization process [29].

On 71 day, the H&E stained histopathological sections of H and HB treated wounds showed moderate
inflammatory infiltration compared to C wounds, which shows thin epithelium and the connective tissue. The
connective tissue is fibrous in nature with less chronic inflammatory cells such as lymphocytes and blood
vessels, which clearly indicates that the bromelain incorporated scaffold and the scaffold itself helps in faster
healing by preventing the prolonged inflammatory phase. Along with this epithelialization, wound edges were
observed to be good for the H and HB treated group. However, in the HB wounds, it was possible to see a new

formation of stratified epithelium. These findings clearly showed an advanced healing process.
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and 14" day of treatment. FLC: Fibrin Leukocyte Crust; SE: stratified epithelium; DA: dermal annexes (hair

follicles and blood vessels); asterisks: Epithelial elongation and differentiation. Inserts shows the persistent

infiltration of mono and polymorphonuclear in the C wounds (magnification x400). Scale bars: 200um.

On 14th day, compared to H and C groups, the HB treated group showed a thicker stratified epithelium and
a connective tissue containing more dermal annexes (hair follicles and new blood vessels). The connective tissue
is fibrous in nature with dense collagen fibers, H and HB treated groups showed complete epithelialization with
focal acanthosis that indicate good and complete healing, whereas, rare epithelialization was seen in C group.
Inflammatory cells were present in 3", 7" and 14" day sections, but the amount of inflammatory cells were
getting reduced showing that the healing process was slow (inserts in Fig3). For C group a defective
epithelialization was observed. The collagen deposition and faster epithelial regeneration in the HB treated group
could have significantly accelerates wound healing compared with H and C groups. It is well established that the
collagen formation is very important for tissue repair and remodeling. Additionally the faster healing and

deposition of collagen did not contributed to any scar formation in the wounded areas. These results were better
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when compared with those in vivo experiments with a thermoresponsive chitosan/agarose hydrogel, which was
able to heal wounds completely with 21 days [4]. The use of a collagen biocomposite dressing took 17 days to
heal wounds completely. However, same results of our work were found when an plant extract with
antimicrobial activity was incorporated into this collagen biocomposite, which was able to reduce the heal time

to 13 days, with complete closure of wounds [32].

3.4. Immunohistochemical analysis for CK14 and PCNA

Immunohistochemical examination for CK14 and PCNA in the wound tissues was performed for all control
and experimental groups using DAB and hematoxylin staining to observe the mobilization of mature cells in the
re-epithelization process. Cytokeratins are major intermediate filaments in all types of epithelia and are the most
fundamental markers of epithelial differentiation. CK14 is normally expressed in the basal layer of stratified
epithelial cell types, including the oral mucosa and epidermis, and its expression pattern in the epidermal tissue,
changes during the re-epithelialization process [21,24]. On the 3rd and 7th days no reactivity was observed for
CK14 in C and H treated groups, except for the HB group, which showed positive reaction at the basal layer in
the border of the wound (Fig.4). These results confirm the faster healing process for HB group as was observed
in the histological analysis.

On the 14th day CK14 localization was confined to the basal layer of the epithelium for all groups, however,
this immunoreactivity was stronger for HB treated wounds, which show positive results in all layers of the
regenerated epithelium, as well as the basal layer surrounding the unwounded epithelium. It was also observed
non-specific reaction for CK14 for H group (triangles in Fig.4). This could be explained for the fact that necrotic
epithelium and muscles reacted strongly with antibodies for CK14. The same observations were reported in oral

wounds during the re-epithelization process of mucosa [24].
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Fig.4. Immunohistochemical observations of cytokeratin 14 in control (C), hydrogel (H) and hydrogel containing
bromelain (HB) at 3", 7" and 14™ day of treatment. DAB and hematoxylin staining. CK14 immunoreactivity
(asterisks) is apparent in the regenerated epithelium of HB at 7" day as well as the basal layers unwounded
epithelium for all groups at 14" day. Tringles in H at 7" and 14" day show the areas of non-specific reaction for

CK14. Scale bars: 100um.

To explore the cellular mechanisms for the acceleration of wound healing by H and HB treatments, the
PCNA expression as a marker of cell proliferation was examined immunohistochemically (data not shown). On
3 day, the H and HB treated group showed a positive focal reaction at the stromal wounded tissue, being more
intense for H group. However, only H treated group showed diffuse reaction for PCNA at basal layer of the
surrounding epithelium. No positive reaction was observed for C group. On 7 day of the experiment, the HB
treated group showed a focal response in both stromal tissue and basal layer of the forming epithelium, while the
H treated group showed a diffuse response. The C group started to show a diffuse response, but moderated, at the
stromal wounded tissue. It is known that bromelain can stimulate the conversion of plasminogen to plasmin,
resulting in a increasing of the fibrinolysis. This can minimize the venous stasis, facilitating the cleaning,

permeability, the recruitment of grown factors and fibroblasts and continuity of the forming epithelium [28].
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Comparing the H and HB treated groups, it seems that the bromelain was able to control the cellular
differentiation during the healing process. On the 14th day, no reaction was observed for HB treated group. This
proves that HB treated wound were completely healed, showing a complete differentiated epithelium. The H
treated group still showed a mild focal response at the basal layer of the re-epithelialized tissue and intense
diffuse response was observed at the stromal tissue and the basal layer of the re-epithelialized C wounds, which
proves that the healing process was not complete. Hence, the use of hydrogel of galactomannan/k-carrageenan
can be effectively used as an alternative dressing for the scar less deep wound healing, but this process can be

stimulated and accelerated by the incorporation of bromelain into its matrix.

4, Conclusions

Based on all data collected, the produced galactomannan/k-carrageenan hydrogel provides an adequate
wound healing environment that fulfils the required criteria set forth for an “ideal” wound dressing. In vivo
assays proves that this hydrogel, take alone, can contribute to the wound healing, however the incorporation of
bromelain into its matrix accelerated and up-regulated this process. Results of the present study demonstrated
that the bromelain was incorporated with success in the hydrogel matrix and remained active during 45 days with
82% of its proteolytic activity. The HB treatment has a better wound healing property and has following
advantages: (i) it helps in faster wound healing, i.e., in 10 days, (ii) it reduces the inflammation, (iii) it increases
the fibroblasts mobilization and collagen deposition and (V) it reduces scar formation. Further, an investigation is
necessary to assess the functional roles of growth factors during the wound healing process and how the
incorporated bromelain contribute to this event. The system presented in this work can be considered an
innovative approach and a practical contribution of advanced solutions for challenging epidermal regenerative

processes in compromised situations, as wound of difficult healing of immunocompromised and diabetics.
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Figure captions

Fig.1. Relative enzymatic activity of free bromelain in phosphate buffer pH 5.0 ( A ) and hydrogel containing
bromelain (m).Each data point of represents the average of three experiments and the error bars show the

standard deviation.

Fig.2. A - Wound area retraction of treated groups: Control (C); Hydrogel (H); Hydrogel containing bromelain
(HB). The bars are expressed as mean + standard error (n = 5). The asterisks represent the significant differences
between the C and H/HB groups at the euthanasia day (p<0.05). B — Photos showing an example of the healing

effect of the hydrogel (H) and the hydrogel containing bromelain (HB) on wound compared with to control (C).

Fig.3. Histological observations of control (C), hydrogel (H) and hydrogel containing bromelain (HB) at 3¢, 7t
and 14" day of treatment. FLC: Fibrin Leukocyte Crust; SE: stratified epithelium; DA: dermal annexes (hair
follicles and blood vessels); asterisks: Epithelial elongation and differentiation. Inserts shows the persistent

infiltration of mono and polymorphonuclear in the C wounds (magnification x400). Scale bars: 100um.

Fig.4. Immunohistochemical observations of cytokeratin 14 in control (C), hydrogel (H) and hydrogel containing
bromelain (HB) at 3, 7" and 14" day of treatment. DAB and hematoxylin staining. CK14 immunoreactivity
(asterisks) is apparent in the regenerated epithelium of HB at 7™ day as well as the basal layers unwounded
epithelium for all groups at 14" day. Tringles in H at 71 and 14" day show the areas of non-specific reaction for

CK14. Scale bars: 100um.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Novos hidrogéis preparados a partir da mistura de dois polissacarideos
naturais foram desenvolvidos com sucesso: hidrogél de policaju/quitosana
e hidrogel de galactomanana/k-carragenana.

Através de desenhos experimentais estatisticos foi possivel determinar as
melhores  concentracbes dos polissacarideos empregados no
desenvolvimento destes hidrogéis.

As melhores formulacdes para o hidrogel de policaju/quitosana foram as
misturas de 1:4 e 2:3 (policaju:quitosana), enquanto que para o hidrogel
galactomanana/k-carragenana a melhor composicdo foi aquela contendo
1,7% (p/v) de galactomanana, 0,5% (p/v) de k-carragenana, 0,2 M de
CaClz no pH 5,0.

Ambos os hidrogéis foram bem caracterizados macro e
microscopicamente quanto ao tipo de matriz formada e quanto o0s
parametros reoldgicos e pelos resultados obtidos através das técnicas de
FTIR e RMN foi possivel classifica-los como hidrogéis fisicos, uma vez que
nenhuma ligacdo convalente entre os polissacarideos envolvidos foi
detectada.

Os hidrogéis policaju/quitosana 1:4 e 2:3 apresentaram uma matriz interna
altamente porosa e caracteristicas diferentes quanto a resisténcia a tenséo
e viscosidade, sendo tais variaveis influenciadas pela concentracdo de
policaju. Quanto maior a concentracdo de policaju, maior foram o0s
tamanhos dos poros da matriz, maior a capacidade absorvente e menor a
resisténcia a tenséo e viscosidade.

O hidrogel galactomanana/k-carragenana também apresentou uma matriz
porosa, porém mais irregular comparada aos hidrogéis policaju/quitosana.
Entretando, comparado aos hidrogéis policaju/quitosana, o hidrogel
galactomanana/k-carragenana apresentou melhores caracteristicas
reoldgicas de resisténcia a tensdo e maior viscosidade, além de uma
natureza elastica preponderante. Além disso, para uma aplicacdo a longo
prazo, o hidrogel galactomanana/k-carragenana parece ser 0 mais

adequado.
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Com base nas caracteristicas e propriedades fisicas apresentadas, bem
como nas propriedades biolégicas dos polissacarideos envolvidos, os
hidrogéis policaju/quitosana e galactomanana/k-carragenana podem ser
bem aplicados pelas industrias biomédica, cosmética e farmacéutica como
matrizes para a incorporacdo e liberacdo controlada de biomoléculas,
suporte celular para a engenharia de tecidos e curativos para cicatrizacao
de feridas.

O impacto na cicatrizacdo de lesGes cutaneas em ratos demonstrou que
os hidrogéis policaju/quitosana 1:4 (Registro de Patente n°® BR 10 2014
014009-3) e galactomanana/k-carragenana demonstrou que 0S mesmos
contribuiram para um processo de cura e modulacdo da inflamacdo mais
eficiente.

A incorporacdo de bromelina no hidrogel galactomanana/k-carragenana
acelerou de forma controlada o processo de cicatrizacdo de feridas
cutaneas em ratos, permitindo uma cura mais rapida (10 dias), reducéo da
inflamacdo, aumento da mobilizacdo de fibroblastos e deposicdo de
colagénio e reducao da formacao de cicatriz.

Os sistemas apresentados neste trabalho podem ser considerados uma
abordagem inovadora e uma contribuicdo pratica de solucdes avancadas
para desafiar processos regenerativos epidérmicos em situacdes
comprometidas, como nas feridas de dificil cicatrizacdo de pacientes

imunodeprimidos e diabéticos.
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