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RESUMO

Filmes finos de latex natural e suas proteinas foram obtidos pela técnica de automontagem
camada a camada (LbL). Filmes LbL de latex natural, fragdo protéica do latex (14-55 KDa),
acido humico (HA), heparina e heparina ligada a fator de crescimento (bFGF) foram
automontados com polietilenimina (PEI) e cloridrato de alilamina (PAH) totalizando 14
filmes diferentes. Estes filmes foram fisicamente caracterizados por UV-visivel no qual
avaliou-se a cinética de deposicéo, crescimento e degradagdo, incluindo anélises de AFM,
MEV, FTIR e medidas de &ngulo de contato. A atividade biol6gica dos filmes propostos sobre
a proliferacdo de fibroblastos foi realizada por ensaio de MTT e a morfologia dessas células
foi também estudada por MEV. Os filmes LbL foram agrupados em trés sistemas: proteinas
do latex (PEl/proteina e PAH/proteina nos pHs 3,0; 7,4 e 9,0); latex natural (PEl/latex,
PAH/latex, PEI/HA, PAH/HA, PEI/HA+latex e PAH/HA+I4tex); e heparina (PEl/heparina e
PEl/heparina+bFGF). Os filmes propostos foram linearmente “automontados” sobre
superficies poliméricas, cerdmicas e metalicas. Apresentaram-se estaveis em meio aquoso por
periodo de 21 dias, ndo apresentando bioatividade apenas o sistema de proteinas do latex. Nos
filmes do sistema de latex natural observou-se bioatividade, no periodo de avaliagdo de 21
dias, nas amostras PAH/latex, PEI/HA, PAH/HA, PEI/HA+latex e PAH/HA+I4tex. Os filmes
apresentaram indices proliferativos equiparaveis ao bFGF e até 143% maior do que o obtido
apenas em poliestireno. Implicando que a ac&o bioldgica dos filmes de latex ndo era definida
pelas proteinas do latex contidas no material. No sistema de heparina os melhores indices
proliferativos foram apresentados pelas solucdes isoladas e ndo pelos filmes LbL, embora
PEl/heparina apresentasse bioatividade em 21 dias de ensaio. Este trabalho comprovou que 0s
pardmetros usados na obtengdo dos filmes foram bons, e que estes tém potencial para possivel
comercializacdo. Pois, o tempo de fabricacdo foi vidvel e condicbes como: temperatura
ambiente; uso de solugBes muito diluidas; e esterilizacdo répida e barata, condizentes com

manufatura em escala industrial.

Palavras chave: filmes layer-by-layer; borracha natural; latex natural; fracdo protéica do

latex; biomateriais.



ABSTRACT

Thin films of natural rubber (NR) latex and its proteins were obtained by self-
assembly layer-by-layer (LbL) technique. The LbL films of NR, protein fraction of NR (14-
55 KDa), humic acic (HA), heparin and fibroblast growth factor (b0FGF) bond to heparin were
self-assembled with polyethylenimine (PEI) and polyallylamine hydrochloride (PAH), in a
total of 14 different films. These films were physically characterized by UV-visible, were
deposition kinetics’, growth and degradation where evaluated, including also analyses of
AFM, SEM, FTIR and contact angle measurements. Films bioactivity over the fibroblast cells
proliferation ratio was performed by MTT assay, as well as this cells morphology studied by
SEM. The LbL films were grouped in three systems — NR proteins (PEl/proteins and
PAH/proteins in pHs 3.0, 7.4 and 9.0), natural rubber (PEI/NR, PAH/NR, PEI/HA, PAH/HA,
PEI/HA+NR and PAH/HA+NR), and heparin (PEl/heparin and PEl/heparin+bFGF). These
films were linearly self-assembled over polymeric, ceramic and metallic surfaces. They
presented stability in aqueos media through periods of 21 days, just not presented bioactivity
the NR proteins system. Was observed bioactivity on natural rubber system films of PAH/NR,
PEI/HA, PAH/HA, PEI/HA+NR and PAH/HA+NR, through periods of 21 days. Such films
presented proliferation rations similar to bFGF and even 143% higher than detected over plain
polystyrene. It implies that NR LbL films bioactivity was not defined by the proteins within
this material. Heparin system best proliferation ratios were seen on the isolated solutions
rather than onto LbL films, although PEl/heparin presented bioactivity on 21" day of the
assay. This work proved that the adopted parameters were adequate for films attainments
which held commercialization potential. Because of the time required was viable and
conditions like — room temperature, much diluted solutions, and quick and cheap sterilization

process — were according to industrial scale manufacture.

Key words: layer-by-layer films; natural rubber latex; protein fraction of natural rubber;
biomaterials
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Introducao

1 INTRODUCAO

A grande complexidade dos sistemas bioldgicos dificulta a obtencdo de materiais
sintéticos adequados para o uso como biomateriais. Os maiores desafios desta &rea residem no
desenvolvimento de um biomaterial que atenda, a0 mesmo tempo, todas as exigéncias
mecanicas, fisico-quimicas e biologicas. Um material biocompativel ndo deve ser toxico,
provocar processos inflamatorios ou alérgicos, sendo aceito pelo periodo e aplicagdo
requerida sem se decompor. Adicionalmente, caso o material seja absorvido pelo organismo,
seus subprodutos também devem ser indcuos ao hospedeiro [Barbanti et al. 2005]. Ha
também grande interesse em materiais bioabsorviveis, embora sua obtengdo possua desafios
especificos, pois tais materiais necessitam permanecer integros por tempo suficiente,
enquanto o organismo se restabelece, mantendo suas propriedades mecanicas. Temos, por
exemplo, o caso de pinos ortopédicos, que devem oferecer suporte mecanico aos 0Ss0s por
certo periodo. Em outras palavras, a absor¢do do biomaterial deve ocorrer de maneira
controlada [Barbanti et al., 2005 e 2006].

Na mesma &rea de estudos, surgiu o interesse em materiais bioabsorviveis que sejam
capazes de liberar componentes terapéuticos de forma controlada ou modulada. Entretanto, o
desenvolvimento de materiais que apresentem tais propriedades enfrenta desafios ainda
maiores, pois eles precisam ser simultaneamente (i) ndo-toxicos, (ii) biocompativeis, (iii)
possuir boas propriedades mecénicas, (iv) ser adequadamente absorvidos e (v) liberar
substancias terapéuticas em tempo controlado. Para desenvolver tais materiais, diversas
pesquisas focam a construgdo de revestimentos. Os revestimentos, em geral poliméricos,
agem como liberadores de drogas quando sdo aplicados sobre outros materiais que atuam
como suporte. Isso permite que materiais com baixas propriedades mecénicas recubram
materiais com propriedades melhores, mas com baixa biocompatibilidade. Existem duas
técnicas muito estudadas para desenvolver revestimentos ultrafinos: a Langmuir-Blodgett
[Ulman, 1996] e a automontagem camada a camada (do inglés layer-by-layer - LbL) [Decher,
1997]. Ambas sdo ferramentas da nanotecnologia para construgdo de estruturas organizadas
de baixo para cima (bottom-up). Este tipo de constru¢éo permite alto controle da estrutura e
dos elementos que compdem o revestimento. A técnica Langmuir-Blogett é mais onerosa e

limitada a substancias anfifilicas, razdo pela qual adotou-se aqui a técnica LbL. A técnica LbL
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permite a constru¢do camada a camada de filmes altamente estruturados, construidos por
atracio eletrostatica. E uma técnica simples e versatil onde moléculas positivas (polications)
formam uma monocamada molecular e permitem a deposi¢cdo de nova camada com cargas
opostas (polianions) apenas imergindo um substrato em solucéo diluida [Decher, 1997]. Esse
processo pode ser repetido diversas vezes para se obter filmes multicamadas depositaveis
como revestimento sobre diversos materiais, tais como metais, polimeros e ceramicas. O

procedimento serd mais detalhado no topico “Revisdo Bibliografica”.

Ha vérios estudos para construir revestimentos com filmes LbL que liberam
gradativamente fatores de crescimento (FC) [Mao et al., 2004]. Os FCs sdo peptideos
enddgenos, que quando em pequena concentracdo, aceleram a proliferacdo celular enquanto
estimulam e direcionam o crescimento de novos vasos sanguineos [Guyton, 2001]. Em alta
concentracdo os FCs induzem a formagéo de tumores [Aaroson, 1991] e, portanto, apenas a
liberacdo em pequenas doses mantém sua acdo benéfica. Outra desvantagem no uso de FCs
reside no fato destes peptideos serem facilmente desnaturados e, portanto, para revestimentos
LbL devem usar um estabilizante como a heparina [Lee et al., 2004; Park e Ito, 2000]. Neste
trabalho foram confeccionados revestimentos finos LbL de latex da borracha natural extraida
da seringueira. A escolha do latex natural baseou-se em relatos de que membranas de latex
natural possuem propriedades curativas [Coutinho e Mrue, 2005; Zimmermanm et al., 2007;
Oliveira et al., 2003; Pinho et al., 2004], com membranas de latex sendo usadas para tratar
lesGes de pele [Pele Nova S/A]. O objetivo principal deste trabalho é confeccionar e estudar
os melhores parametros para obter filmes LbL de latex da borracha natural e suas proteinas, a
fim de comparar suas caracteristicas com os filmes LbL descritos na literatura (FCs e
heparina). Esses filmes descritos de heparina e heparina ligada a fator de crescimento também

foram confeccionados neste trabalho.

Em suma, a maior motivagdo deste estudo € a possivel aplicacdo destes filmes LbL de
latex como biomaterial para revestimento de dispositivos implantaveis como prdteses e stents,
assim como ¢é teorizado para filmes LbL de proteinas [Schultz et al., 2005; Leguen et al.,
2007]. O custo desses biomateriais seria reduzido, pois apesar de existirem materiais
comercialmente disponiveis, estes sdo importados e onerosos. Outra vantagem deste trabalho
viria em agregando valor tecnoldgico ao latex natural, produto cujo Brasil ja foi o maior
produtor mundial. Caso este trabalho desenvolva produto comercializavel, com

processamentos simples e reprodutivos, gerando um revestimento esterilizdvel de valor

20



Introducao

acessivel, traria beneficios a sociedade e a instituicdo. Estima-se que os filmes LbL propostos
de latex tenham baixos valores de producdo porque: (i) as solucdes sdo utilizadas em baixa
concentracdo (cerca de 1 g.L™); (ii) o latex é usado in natura sem que beneficiamentos
posteriores a sua extracdo sejam necessarios; (iii) a matéria prima é renovavel e nacional; (iv)
a técnica LbL é simples, répida e pode ser aplicada como revestimento sobre diferentes
materiais, e em pecas de geometria complexa; (v) ndo ha aparatos ou equipamentos
especificos para utilizar a técnica LbL; (vi) filmes LbL sdo produzidos em temperatura
ambiente no prazo de algumas horas. Todavia, este tempo ainda pode ser reduzido por ajustes

a técnica LbL, onde as solug¢des sdo usadas na forma de aerossol [Izquierdo et al., 2005].

Academicamente, os resultados deste trabalho foram apresentados em congressos
nacionais como VII Encontro da SBPmat, e internacionais como 1V International Symposium
on Advanced Materials and Nanostructures e International Conference on the Science and
Technology of Synthetic Metals. Este trabalho foi também selecionado para representar a
UFABC e o pais no encontro mundial “Campus de Excelencia 2008” nas Ilhas Canérias
(Espanha), que visa melhorar as condic¢Ges de vida da populacdo no hemisfério sul através da
distribuicdo de conhecimento, apresentando jovens pesquisadores a cientistas ganhadores de
Nobel e chefes de estado [Pardellas, 2008].
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Filmes Automontados

Filmes ultrafinos podem ser construidos camada a camada ou LbL (do inglés layer-by-
layer - LbL) pela técnica de automontagem. Por este método obtém-se uma pelicula de
material com estrutura organizada em nivel molecular e com espessuras que variam de
nandmetros a milimetros, dependendo do material empregado. Este método surgiu como uma
alternativa mais simples para a técnica Langmuir-Blogett (LB), que é mais onerosa e lenta,
embora determinadas caracteristicas, e.i. organizacdo molecular de filmes formados pela
técnica LB sejam superiores a organizagdo dos filmes produzidos por automontagem LbL
[Paterno et al., 2001]. Além da simplicidade da técnica LbL, outra vantagem é a variedade de
materiais que pode ser empregada, se comparada a técnica LB, pois ndo se restringe apenas a
substancias anfifilicas. Outro beneficio obtido por meio da técnica LbL reside na capacidade
de revestir pecas de geometrias complexas mantendo, de maneira simples, a mesma
estruturacdo dos filmes depositados sobre superficies planas, algo ndo observado na técnica
LB. Filmes LbL podem ser automontados sobre diferentes tipos de superficie de qualquer
tamanho ou forma, com possiveis aplicacdes, como biomaterial [Hartgerink et al., 2002].

Ha vérios materiais que podem ser empregados na construgdo dos filmes LbL, dentre
0s quais se destacam: polimeros [Erol et al., 2006; Lvov et al., 1997; Ferreira et al., 2006],
sacarideos [Lvov et al., 1996; Mao et al., 2005; Kang et al., 2004], ceramicas [Peng et al.,
2007], proteinas [Landam et al., 2000; 2001], DNA [Ren et al., 2006] e outros materiais
bioldgicos como hidrogéis ou combinacao destes [Tan e Desai, 2004; Kizilel et al., 2006; Lee
et al., 2004]. A variedade de materiais aplicaveis a técnica LbL confere ampla versatilidade de
aplicagdes aos filmes formados.

A técnica LbL inicia com pre-tratamento quimico do substrato (e.i. vidro, quartzo,
teflon) para gerar uma superficie carregada eletricamente [Tan e Desai, 2004]. Isso capacita o
substrato a adsorver em sua superficie, por atracdo eletrostatica, uma camada de moléculas
com cargas positivas (polications) ou negativas (polianions) [Decher, 1997; Paterno et al.,
2001]. A formacdo de uma monocamada molecular ocorre quando o substrato é imerso em
solucdo com moléculas a serem adsorvidas ou depositadas. A maioria das moléculas

adsorvidas permanece depositada mesmo ap0s enxague do substrato, que é necessario para
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retirar apenas moléculas ndo aderidas [Decher, 1997; Raposo e Oliveira, 1998]. Apds o
enxague da primeira camada, € possivel depositar nova camada por meio da imersdo do
substrato em outra solugdo com moléculas de cargas opostas. As novas moléculas véo se
aderir sobre as moléculas anteriormente depositadas, e com isso obtém-se uma bicamada.
Repetindo este processo Varias vezes obtém-se filmes multicamadas. Inicialmente, acreditava-
se que ndo havia limites para o nimero de bicamadas automontadas que um filme LbL podia
conter [Raposo e Oliveira, 1998]. Entretanto, caso a densidade de cargas seja fraca, o filme
pode atingir um limite maximo devido a dessorcdo das camadas subsequentes [Sun et al.,
2005]. Isso ocorre porque hd uma densidade de cargas critica abaixo da qual ndo ocorre
compensagdo suficiente de cargas na superficie. Sem uma compensacao exagerada das cargas
ndo é possivel reverter no sinal da carga na superficie e, consequentemente, ndo ha adsorcéo
de nova camada [Sun et al., 2005].

A técnica LbL permite o controle da arquitetura dos filmes quanto a espessura,
composicao, conformacdo, rugosidade, grau de ligacOes idnicas e molhabilidade. O controle é
realizado através de pardmetros como concentragdo quimica dos constituintes, pH, tempo de
deposicéo, forga ibnica e temperatura [Decher et al., 1997; Sun et al., 2005]. A maneira que
cada parametro influencia nessas caracteristicas ainda nao é bem definida, assim como ainda
ndo ha explicacéo tedrica para todas as interagdes intermoleculares que ocorrem nos filmes
LbL [Landam et al., 2000]. Experimentalmente, observam-se dois tipos de formagéo ou
crescimento de filme: linear e exponencial. Ambos os termos dizem respeito a maneira que
cada camada depositada contribui para o aumento de material adsorvido no filme. Cada tipo
de filme LbL possui algumas caracteristicas proprias:

(i) Filmes Lineares: Cada camada contribui com quantidade idéntica de material. Sdo
formados por moléculas que interagem fortemente umas com as outras e, por esta razao,
possuem elevado grau de organizagéo, dificultando a difusdo do meio para o filme, que ndo
incha com facilidade [Stokton e Rubner, 1997]. A espessura das camadas é baixa se
comparada a filmes de crescimento exponencial [Lavalle et al., 2002], embora o filme seja
mais bem estruturado [Porcel et al., 2006]. Filmes lineares apresentam organizagdo lamelar e
menores rugosidades [Porcel et al., 2006] devido ao maior estiramento das moléculas
envolvidas [Stokton e Rubner, 1997].

(if) Filmes Exponenciais: Cada camada contribui com uma quantidade de material
maior que a anterior, gerando um crescimento exponencial. Assemelham-se aos hidrogéis
pela baixa organizacdo estrutural e pela grande quantidade de material agregado por camada

[Porcel et al., 2006], mantendo propriedades mecénicas dificeis de prever teoricamente
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[Salomaki et al., 2004]. Entretanto Picart et al. [2001, 2002] observou que devido a diferengas
nos indices de difusdo entre polication e polidnions filmes exponenciais podem ainda
apresentar uma estrutura aparentemente estratificada com zonas de diferentes concentragoes.
Apesar da formagdo dos filmes lineares ocorrerem de forma simples, com organizagao
das moléculas em camadas lamelares, os filmes exponenciais ndo seguem, na maioria dos
relatos, esta organizacdo. Alguns modelos foram propostos para explicar o crescimento de
filmes exponenciais, 0 mais recente € o modelo de trés zonas. O modelo foi proposto por
Samolaki [2005] e Hibsch [2004], e foi parcialmente comprovado por Porcel [2006, 2007].
Este modelo sugere a formacdo do filme LbL por processos de difusdo tanto de moléculas
internas, ou seja, dentre moléculas que constituem o proprio filme (como anteriormente
observado por Picart et al. 2001 e 2002), quanto moléculas externas, que se encontram na
solugdo do meio. A Figura 1 esquematiza o mecanismo de construcdo dos filmes
exponenciais em trés zonas distintas de deposicdo. A zona | é formada pelas primeiras
camadas de material depositado, e sua formacdo depende principalmente das energias de
superficie do substrato. Sobre esta primeira camada, mais material é depositado formando
uma zona Ill. Esta zona é caracterizada por ligagdes mais fracas permitindo que processos de
difusdo ocorram. A difusdo provoca o inchamento do material e forma estruturas menos
organizadas, como os hidrogéis. Conforme o nimero de camadas depositadas aumenta, as
moléculas da regido mais proxima da zona | se reestruturam, formando uma zona Il, mais
densa, onde a difusdo é menor. A presenca da zona |l foi parcialmente comprovada por Porcel
[2007], que observou que fluoréforos ndo foram capazes de se difundir além de certa
espessura da superficie dos filmes exponenciais. Os filmes LbL exponenciais, portanto,
crescem com 0 aumento da espessura da zona I, mantendo inalterada a espessura das zonas |

e .

Ad Interface filme/solugéo

T

Zona de Difusao

Interface filmefsolugéo

m

Zona de Difusdo

Interface filme/solugdo

Substrato it A R B R
n n+1 |
(a)
(c)

Figura 1. Modelo para crescimento de filmes exponenciais. a) Deposi¢do das primeiras camadas, fortemente
ligadas ao substrato; b) Novas deposic6es permitem alta difusdo, formando uma zona Ill; ¢) Com o aumento de
material ha uma reestruturagdo molecular que forma uma zona I, caracterizado por menor difusdo e maior
densidade. Fonte: Porcel et al., 2007.
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Pelas caracteristicas apresentadas, os filmes lineares apresentam-se mais atrativos que
0s exponenciais, devido a superioridade estrutural, pois como 0s primeiros ndo se assemelham
a geis, isso lhe proporciona maior estabilidade em meio aquoso. A escolha de um tipo de
crescimento pode ser realizada pelos materiais empregados, pois alguns polieletrélitos
resultam geralmente em filmes lineares e outros em filmes exponenciais [Hiibsch et al., 2004].
Embora variando certos parametros especificos, como a temperatura [Samol&ki et al., 2005],
filmes tipicamente exponenciais podem crescer de maneira linear e vice-versa [Porcel et al.,
2006 e 2007]. Outros estudos indicam que filmes exponenciais tornam-se filmes lineares ap6s
a automontagem de certo namero de bicamadas [Hubsch et al., 2004; Porcel et al., 2006]. A
explicagdo para este fendmeno também residiria no modelo de trés zonas, pois a mudanca
exponencial/linear ocorre no momento em que a espessura das zonas | e 111 se estabiliza e o
crescimento do filme passa a depender apenas do aumento da zona I1. Neste estagio, os filmes
exponenciais, embora mantendo a estrutura principal, passariam a crescer de forma linear
[Porcel et al., 2007]. A transi¢cdo que ocorre entre 0s tipos de crescimento atraiu atengdo para
os filmes exponenciais, por possuirem elevada quantidade de material agregado, com um
menor nimero de camadas depositadas, o que poderia torna-los uteis.

E promissor o estudo de filmes finos para aplicagdo em biomateriais e para o uso em
cultivo celular e em co-culturas (cultura concomitante de mais tipos celulares) [Kang et al.,
2004; Fukuda et al., 2006]. Com o simples controle de pH ou da forca idnica das solugfes
empregadas (ou ambos) é possivel mudar a arquitetura do filme que permitiriam ou ndo a
adesdo celular sobre o material [Mendelsohn et al., 2003]. Outra &rea de estudo consiste no
emprego de substancias angiogénicas como fator de crescimento (FC), que podem induzir
proliferacdo celular e a formacdo de novos vasos sanguineos [Guyton, 2001]. Porém, por se
tratar de substancia nociva em alta concentracdo e por suas moléculas serem facilmente
degradadas, FC é normalmente estabilizado com moléculas de heparina [Lee et al., 2004; Park
e Ito, 2000]. H& descricdes de conjugados de FC+heparina aderidos a uma matriz, ja que esta
ultima age como imobilizador e acaba por controlar a liberagdo de FC em nivel local [Mao et
al., 2005; Park et al., 2000; Wen et al., 1996; Rajangam et al., 2006] e isso sera melhor
discutido no item 2.5.

Ha também relatos que membranas de latex natural possuem propriedades similares
aos efeitos bioldgicos do FC [Coutinho e Mrue, 2005; Zimmermanm et al., 2007; Oliveira et
al., 2003; Pinho et al., 2004]. Essas caracteristicas e propriedades do latex natural sdo

descritas mais detalhadamente a seguir no item 2.4.
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2.2 Forgas de interacdo

Conforme descrito anteriormente, a formacdo dos filmes LbL é governada
predominantemente por interacfes eletrostaticas entre moléculas de cargas opostas. Porém
outras interagdes como pontes de hidrogénio, ligagdes covalentes, van der Waals [Bai et al.,
2006], e impedimentos estéricos podem estar presentes. Portanto, outras forgas além da
interacdo eletrostatica também podem ser a forca dominante na formacdo dos filmes LbL,
dependendo da molécula empregada, sendo comprovado que filmes LbL podem ser obtidos
apenas por ligagdes covalentes [Puniredd e Srinivasan, 2007]; pontes de hidrogénio [Stockton
e Rubner, 1997]; e interacBes bioldgicas especificas, como por exemplo, avidina/biotina [Erol
et al., 2006].

As interagcbes minoritarias em um filme LbL formado por forcas eletrostaticas

envolvem: (i) interacBes de van der Waals, que aparecem mesmo em moléculas eletricamente

neutras, seja pela atracdo entre dipolos permanentes e/ou induzidos, ou pela atragdo entre
momentos de dipolos flutuantes criados pelo movimento dos elétrons no 4tomo [Boal, 2002],

(i1) ligacOes de hidrogénio ndo suficientemente fortes para sustentar um filme LbL sozinha,

que podem agir como forga secundaria em moléculas com grupos amina [Stockton e Rubner,

1997], como no caso das proteinas, (iii) impedimentos estéricos devido & estrutura molecular

(radicais e cadeias laterais) da substancia usada e (iv) forcas eletrostaticas repulsivas que

podem atrapalhar a formacéo do filme LbL. No entanto, a interacdo eletrostética em si ainda
ndo € bem entendida [Schein, 2007], o que pode incluir fatores desconhecidos ao processo de
deposicdo molecular sobre substratos. Sabe-se que mesmo moléculas eletricamente neutras
[Valadares et al., 2008] apresentam atracOes eletrostaticas e especula-se que estas cargas
podem ser originarias de 4&tomos adsorvidos do meio ambiente [Gouveia et al., 2005].

Em linhas gerais, pode-se descrever a formagdo dos filmes LbL pela quantidade de
moléculas depositadas sobre um substrato, cuja deposi¢do € o resultado das interages de
atracdo e repulsdo. A deposicdo de material poderia ainda ser definida como o equilibrio entre
0s processos de adsorcdo e dessor¢do das moléculas do substrato. Podemos entéo explicar o
processo de adsorcéo iniciando com interagdes de longo alcance (i.e. atracdes eletrostaticas) e,
a medida que ocorre a aproximacgdo entre a molécula e a superficie, interaces de curto
alcance (i.e. Van der Waals) também ocorrem. A dessor¢do ocorre quando esta interagdo for
fraca, ou quando as interacbes de repulséo presentes forem mais fortes que as de atragédo
inicial. Neste caso a molécula se dissocia para 0 meio ambiente novamente. A deposicao é

dependente de fatores como tempo, concentragdo, pH [Cheung et al, 1997; Venancio et al.,
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2005] e forga ibnica presente [Sangribsub et al., 2005; Cheung et al, 1997]. No caso dos
filmes LbL, o tempo se refere a imersdo do substrato. Se o substrato for imerso por tempos
suficientemente curtos, pode favorecer a adsor¢do das moléculas, reduzindo, ou néo
permitindo, que a dessor¢do ocorra. Porém se o substrato for imerso por tempos longos
demais, haverd a tendéncia em atingir situacdo de equilibrio (adsor¢do = dessorcéo)
[Venancio et al., 2005]. Caso o filme LbL seja constituido de substancias que possuam alta
afinidade entre si, a relacéo entre a concentracdo e o tempo de adsorcdo é baixa [Cheung et al,
1997]. Porém, independente disso, a deposi¢do de monocamadas poliméricas é, em geral, um

processo autolimitante devido a competigéo pelos sitios da superficie [Cheung et al, 1997].

2.3 Formacao de filmes LbL com particulas e proteinas

A deposicdo de particulas em filmes LbL segue 0os mesmos preceitos descritos
anteriormente. SimulagBes computacionais de filmes LbL formados apenas com particulas
esfericas foram realizadas por Adamczyk et al. [2007, 2008]. Simulando a deposi¢cdo como
ocorrendo por adsorcdo sequencial aleatdria (do inglés random sequencial adsorption - RSA)
consegue-se um grau de recobrimento méaximo de 54,7% da superficie. A simulacdo mostra
que ha formacéo de agregados de particulas nas primeiras camadas depositadas, resultando no
surgimento de poros em filmes multicamadas [Adamczyk et al., 2008]. Porém, como o0s
filmes LbL propostos neste trabalho ndo sdo constituidos apenas de particulas solidas, mas
também de solugBes poliméricas, esta simulacdo ndo é completamente aplicavel. Filmes LbL
confeccionados com latex natural intercalados com camadas de polieletrélitos poliméricos
(PAH) foram estudados anteriormente por Ferreira et al. [2006] associados com &cido
humico. No entanto, o entendimento sobre o processo de formagéo deste filme ainda requer
elucidagéo.

Foi estudado por Sruanganurak et al. [2006] a deposicdo de particulas de
polimetilmetaacrilato (PMMA) sobre superficies quimicamente modificadas de borracha
natural, porém, a Unica semelhanga com o proposto neste trabalho reside no tipo de material
usado. Estudo mais relevante foi publicado por Sangribsub et al. [2005] que confeccionou
filmes LbL com particulas esféricas de PS sobre a superficie de polietilenimina (PEI). Este
filme atingiu um grau de recobrimento de 80% da superficie, observando na superficie a
presenca de particulas tanto isoladas quanto aglomeradas. O alto grau de recobrimento da

superficie prova que experimentalmente as particulas ndo se depositam aleatoriamente
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[Sangribsub et al., 2005]. Agregar particulas solidas em filmes LbL também provoca
irregularidades na superficie, cujo grau de irregularidade depende da relagdo entre o tamanho
da particula e a espessura da camada de polieletrolito [Volodkin et al., 2008].
Experimentalmente ocorre a conformacédo das camadas poliméricas tanto acima quanto abaixo
da particula [Volodkin et al., 2008]. Este fenbmeno é muito estudado na incorporacdo de
vesiculas lipidicas (ou lipossomos) em filmes LbL [Volodkin et al., 2007; 2008], pois
camadas com baixa conformagéo resultam no rompimento do lipossomo.

Ha diferenca na adsorcdo de proteinas em superficies solidas ou em polimeros
hidrossoltveis. Os polimeros tém normalmente cadeias com tamanhos diferentes, flexiveis e
que se acomodam ao formato das proteinas [Landam et al., 2000]. Nos filmes LbL com
proteinas, essas caracteristicas tornam a teoria de deposicdo molecular na forma de
monocamadas inaplicdvel. Sendo uma Unica camada de proteina formada aproximadamente
por duas camadas de material, fendmeno observado pela espessura da camada que supera o
raio molecular da proteina [Landam et al., 2000]. Em outras palavras, a deposi¢cdo de
proteinas segue na forma de bicamada, onde cada imersdo do substrato resulta em duas
camadas de material. A razdo para a alta deposicdo de proteinas € a atragdo existente entre
proteina/proteina que forma nova superficie adsortiva sobre a primeira camada depositada
[Landam et al., 2001]. De qualquer forma, as proteinas possuem grupos quimicos que lhe
conferem tanto cargas positivas quanto negativas, permitindo que haja deposi¢do sobre
superficies independentemente da carga elétrica dominante [Landam et al., 2001].
Possivelmente outras interagdes além das forcas eletrostéticas, como pontes de hidrogénio,
contribuam para a formag&o do filme LbL usando moléculas com alta concentracdo de grupos
amina [Stokton e Rubner, 1997]. Entretanto, observa-se uma maior deposi¢do de proteinas
sobre as superficies com cargas de sinal oposto, resultando em recobrimento de 90% da
superficie [Landam et al., 2000; 2001].

2.4 Caracteristicas do Latex natural

A borracha natural teve nos Gltimos anos grande aumento na produgdo devido a
criacdo de clones mais produtivos e resistentes a intempéries [Hayashi, 2009]. O latex natural
usado neste trabalho foi extraido de clone RRIM600 cuja produgdo é descrita como quase
invariavel as condicfes climaticas [Raj et al., 2005]. O latex natural (Hevea brasiliensis) é

praticamente neutro (pH 7,0 a 7,2), mas quando exposto ao ar por um periodo de 12 a 24
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horas, o pH cai para 5,0 sofrendo coagulagdo espontanea, formando o elastomero conhecido
como borracha [Kowalski, 2006]. Para evitar a coagulacdo do latex deve-se adicionar logo
apods a sua extracdo um minimo de 0,05% de amdnia para manté-lo em suspenséo [Morton,
1987]. O latex natural é constituido de 40-45% de 1,4 poli-cis-isopreno, 4-5% de ndo-
borrachas e 50% de &gua [Ferreira et al., 2006]. Os componentes menores de ndo-borrachas,
ainda ndo completamente identificados sdo proteinas, minerais, carboidratos, lipidios
[Hayashi, 2009] e enzimas [d’Auzac et al., 1989]. O poliisopreno (Figura 2) € representado
por (CsHg)n, sendo n da ordem de 10.000 com massa molar média de 600.000 a 950.000
g/mol [Kowalski, 2006]. O latex natural é um complexo coloidal onde particulas de poli-cis-
isopreno ficam dispersas em meio aquoso estabilizado por proteinas fosfolipidicas
negativamente carregadas [Rippel et al., 2003; d’Auzac et al., 1989]. Essas particulas
possuem formas esféricas, mas podem variar com a idade do material [Rippel et al., 2003] ou
tamanho da particula, apresentando-se piriforme ou oval (forma de paramecium) [d’Auzac et
al., 1989]. As particulas pequenas tém pouca quantidade de cadeias de poli-cis-isopreno e
podem ainda ap06s evaporacdo formar um envelope oco [Rippel et al., 2005]. Todas as
particulas de latex sdo constituidas de microgel, rico em célcio e pobre em nitrogénio, que
forma duas regides distintas dentro das particulas, diferenciadas pela densidade [Rippel et al.,
2005]. Imagens de particulas de latex estabilizadas em meio amoniacal foram feitas por
electron spectroscopy imaging/transmission electron microscope (ESI/TEM) divulgadas por
Rippel et al. [2005] e reproduzidas na Figura 3. As particulas detectadas apresentam
tamanhos aproximados de 1500 a 2340 nm (1,5 a 2,3 um) [Rippel et al., 2005], mas sabe-se
que podem variar de 5nm a 3um [d’Auzac et al., 1989].

CH fCHZ%
C=CH .
|

HsC

Figura 2: Unidade repetitiva do poli-cis-isopreno. Fonte: Kowalski, 2006.

A borracha natural é muito utilizada na clinica médica em produtos como luvas e
preservativos; pela alta propriedade de barreira e impermeabilizacdo a virus que o material
possui [Peng et al., 2007]. Foi também descrito que o latex natural possui agdo antifungica,
pois contém substancias que clivam a quitina da parede celular dos fungos [Bokma et al.,

2002] e agem sinergisticamente com outros fungicidas [Giordani et al., 1999; 2002]. Além
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disso, estudos com membranas de borracha natural conjugada com hidrobromida de poli-L-
lisina [Oliveira et al., 2003; Rabelo et al., 2005; Pinho et al., 2004] aplicadas tanto em
humanos [Oliveira et al., 2003] quanto em animais, induziram alta angiogénese
(neovascularizagdo). Esses estudos indicaram apenas reagBes inflamatorias menores com

infiltracdo de fibroblastos, plasmdcitos, linfdcitos e neutréfilos.

(a)

BF
(d

BF

Figura 3: Imagens de ESI/TEM de particulas de latex natural em meio amoniacal. Imagens a-c sdo de campo-
claro e mostram particulas de formas diferentes. Escala = 1500 nm. A imagem d mostra uma particula piriforme
(escala de 500 nm). As imagens e-f correspondem respectivamente, a imagem plasmom e C-map, evidenciando
0 ponto mais denso no microgel. Fonte: Rippel et al., 2005.

O produto chamado Biocure® disponivel comercialmente, e construido a base de
borracha natural, é indicado para o tratamento de ferimentos crdnicos [Pele Nova S/A].
Oliveira [2003] também ressaltou que h& vantagens em utilizar membranas de borracha
natural em transplantes, pois ndo ha o risco de transmitir doencas, como h4 quando se usa
membranas de origem humana ou animal. Portanto, as tentativas em aliar as propriedades
terapéuticas do latex natural com as técnicas da nanotecnologia podem levar ao
desenvolvimento de novos produtos e aplicacfes, agregando alto valor a esse versatil material
nacional.

A confecgdo de filmes finos LbL de polieletrélitos, latex natural e latex associado a
acido hamico ja foi estudada anteriormente [Ferreira et al., 2006] e os filmes exibiram bom
desempenho, permitindo a adeséo e espalhamento celular. No entanto, filmes LbL formados

com as proteinas do latex natural ainda ndo foram reportados, bem como as influéncias que o
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tipo de polication (PEI e cloridrato de polialilamina - PAH) pode provocar tanto no

crescimento do filme, quanto nas suas propriedades fisicas e bioldgicas.

2.5 Filmes LbL com Fator de crescimento e Heparina

Fatores de crescimento (FC) sdo geralmente peptideos pequenos e hid mais de uma
dizia de tipos identificados. Séo liberados pelas ceélulas animais quando em lesdo ou
deficiéncia de oxigénio e nutrientes. 1sso promove a criacdo de novos vasos sanguineos
partindo de brotamentos de vénulas ou capilares, chegando a formacéo de nova rede de
perfusdo (angiogénese) [Guyton, 2001]. FC tem vida atil de poucos minutos (15-17 min)
[Mao et al., 2005] e se estiverem presentes em altas concentragdes levam a proliferagéo
celular exagerada, aumentando os riscos de formagéo de tumores [Aaronson, 1991]. Muitos
esforcos em imobilizar FC e libera-lo de forma controlada e continua, vém sendo estudados.
Em alguns estudos usa-se heparina para imobilizar moléculas de FC [Mao et al., 2005; Lee et
al, 2004; Park et al., 2000; Rajangam et al., 2006; Tammela et al., 2007; Hosseinkhani et al.,
2006] que podem ser automontadas usando a técnica LbL. A escolha da heparina como
estabilizador quimico do FC é devido a sua similaridade com o composto heparana sulfato
(Figura 4) presente nas membranas celulares. A heparana sulfato protege o FC da degradagdo
proteolitica do meio extracelular aumentando sua meia vida bioldgica [Fisher et al, 2007]
permitindo que o FC atue na célula.

Heparina é um glicosaminoglicano formado principalmente de acido idurdnico (IdoA)
e 4cido glicurénico (GicA), e a alta concentracdo de grupos sulfatos e carboxilatos garante
alta concentracdo de cargas negativas [Nelson e Cox, 2006]. Fisiologicamente, a heparina é
produzida por algumas células, como os mastocitos e basofilos, sendo liberada em pequena
concentragdo no sangue. Como medicamento, é um forte anticoagulante indicada no
tratamento de coagulopatias e em cirurgias com circulacdo extra-corporea [Rajangam et al,
2006], age se combinando com a antitrombina 1l aumentando em até 1000 vezes a eficicia
desta em remover a trombina. A trombina, por sua vez, é uma enzima proteolitica

imprescindivel na formag&o de codgulos sanguineos [Guyton, 2001].

31



Revisdo Bibliografica

KH
g |
Heparina SOy Heparana sulfato R

Figura 4: Estruturas moleculares da heparina e da heparana sulfato. Fonte: Buck et al. 2006

A heparina liga-se por atracdo eletrostatica nas areas de carga positiva das moléculas
do FC como representado pela Figura 5 para o fator de crescimento de fibroblastos (FGF-1
ou aFGF) [Nelson e Cox, 2006]. Uma molécula de heparina possui de 6 a 7 sitios de ligacao
para fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) [Wen et al., 1996], sendo a afinidade
da heparina comprovada para varios tipos de FC como: fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) [Lee et al., 2004; Tammela et al., 2007]; fator &cido de crescimento de
fibroblastos (aFGF) [Mao et al., 2005] e fator de crescimento de fibroblastos (FGF-2)
[Aaronson, 1991]. Lee et al. [2004] conseguiu uma liberacdo continua por até 10 dias de
VEGF conjugando a heparina em hidrogéis. Mao et al. [2005] produziu um filme
automontado de PEI com heparina e aFGF observando boa estabilidade em filmes LbL,
apesar de que a interacdo entre heparina e aFGF ser maior que a atragdo da mistura
heparina+aFGF pelo PElI. Como modelo para o estudo comparativo das propriedades
angiogeénicas do latex natural e suas proteinas sera utilizado o composto heparina e bFGF na
forma de filme LbL PEIl/heparina+bFGF. O bFGF foi escolhido porque sua agéo proliferativa
nao € potencializada pela heparina, assim como ocorre com o aFGF [Thomas e Gimenz-
Gallego, 1986], e foge do nosso objetivo de quantificar comparativamente a acao bioldgica do

latex natural apenas com o fator de crescimento.

Figura 5: Interacdo entre fator de crescimento de fibroblastos (FGF-1) e um segmento de heparina. O vermelho
representa as cargas negativa e azul positiva. A heparina (molécula central em pontos e tragos) € atraida pela area
positiva em azul. Fonte: Nelson e Cox, 2006.

32



Obijetivos

3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € identificar os melhores pardmetros para a obtencdo de
filmes LbL de latex e suas proteinas, determinar suas caracteristicas fisicas e bioldgicas,
avaliando o potencial destes como biomaterial. Os filmes LbL propostos foram separados em
grupos de acordo com o0s materiais empregados, a separacdo em trés sistemas distintos

facilitard a posterior comparacéo de suas caracteristicas:

- Sistema de proteinas do latex natural: filmes PEl/proteina e PAH/proteina do latex

natural em estado in natura e desnaturado;

-Sistema de latex natural: filmes PEl/latex, PAH/latex, PEI/HA+latex,
PAH/HA+Iatex, PEI/HA e PAH/HA.

- Sistema de heparina: filmes PEl/heparina sodica e PEl/heparina+bFGF.

Os sistemas foram caracterizados fisicamente pelos seguintes métodos: (i)
espectroscopia de UV-visivel, para avaliar a cinética de deposicao, o sistema de crescimento
do filme e a degradacdo dos filmes; (ii) espectroscopia na regido do infravermelho — FTIR,
para avaliar os grupos quimicos presentes; (iii) microscopia de forca atbmica — AFM e (iv)
microscopia eletronica de varredura — MEV, para estudar a topografia das amostras; (V)

determinagdo de angulos de contato, para verificar molhabilidade da superficie dos filmes.

Os filmes LbL foram caracterizados biologicamente por: (i) cultura e contagem celular
pela técnica metiltiazol tetrazolium (MTT), para testar a influéncia dos filmes sobre a
proliferacdo de fibroblastos humanos normais; (ii) MEV para observar as células aderidas
sobre os filmes. A fracdo protéica foi analisada por (iii) eletroforese, e a bioatividade direta e

indireta sobre as células foi verificada por MTT (iv).

33



Materiais e Métodos Gerais

4 MATERIAIS E METODOS GERAIS

4.1 Confeccao dos Filmes LbL

411

Materiais

Na produgéo dos filmes LbL foram utilizadas as solugdes descritas abaixo:

4.1.2

Polietilenimina — PEI - [H(NHCH2CH2)nNH, - MM 25.000 g.mol™ — adquirido da
empresa Sigma Aldrich] solugéo em concentragdo de 0,1 mg.mL™ em pH 6,0;
Cloridrato de Polialilamina - PAH — [CH,CH(CH2NH2.HCI) - MM 56.000 g.mol™ —
adquirido da empresa Alfa Aesar) solucdo em concentracdo de 0,5 mg.mL™ em pH
6,0;

Acido humico - HA [adquirido da empresa Fluka] solugdo em concentragio de 0,5
mg.mL™" em pH 9,0;

Latex natural [extraido da &rvore Hevea brasiliensis, clone RRIM600 cedido pela
Embrapa — Instrumentagio Agropecuaria] em concentragio de 2,5 pL.mL™ em pH
9,0;

Proteina purificada do latex [doado por Ricardo Mendonga e Joaquim Coutinho Netto
da FMRP-USP - 14 a 50 kDa, ponto isoelétrico 4.7] solucdo em concentragdo de 1
mg.mL"™* em tampdo tris(hidroximetil) aminoetano 10 mM em pH 7,4;

Solugdo 1:1 (v/v) de latex natural (2,5 pL.mL™) e HA (0,5 mg.mL™") em pH 9,0.
Heparina sddica (Porcina — MM 5000g — Fisher BioReagents) em concentracéo 0,4
mg.mL™ em tamp&o PBS em pH 7,4.

Solucdo de heparina+bFGF — 10 pg fator basico de crescimento de fibroblastos
humanos (Recombinante — adquirido da Invitrogen) foram solubilizados em 100pL
tampao tris(hidroximetil) aminoetano 10 mM em pH 7,6. Este volume foi adicionado a
2.900 pL de heparina sodica em PBS, atingindo as concentragdes finais de 0,003
mg.mL™ de bFGF e 0,4 mg.mL™ de heparina sodica.

Procedimento

Substratos de vidro, quartzo, mica, ouro e placa de poliestireno para cultivo de células

(TCPS) foram usados como suporte para a automontagem dos filmes LbL. A escolha do tipo
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de substrato utilizado na confeccao dos filmes dependeu dos testes realizados e, portanto, esta
informagdo é descrita nos procedimentos de cada técnica. O procedimento usado para a
obtencéo dos filmes LbL esta esquematizado na Figura 6, porém, tal procedimento se inicia

com a limpeza do substrato.

| Técnica Automontagem LBL ‘

&7 - & - J—
V4 P
10 Solugo de 20 Sokigéo de |
Solugéo enxague Solugdo " enxagiie f

\ |"
a\;l

1 bicamad

Figura 6: Procedimento de preparagdo de filmes LbL. O substrato é imerso na 1° solugdo por alguns minutos,
enxaguado e novamente imerso na 2° solugdo com carga contraria. E mantido por alguns minutos na nova
solucdo, obtendo uma bicamada apds enxague.

Cada tipo de substrato possui um procedimento proprio de limpeza. Substratos de
quartzo e vidro séo limpos por solugdo “piranha”: imersdo em solucdes basica (NH,OH, H,0,
e H,0, 1:1:6 v/v) por 10 minutos seguido de imersdo em solugdo acida (HCI, H,O2 e H,0,
1:1:5 vlv) por 5 minutos, ambas as soluces aquecidas a 80°C; sendo os substratos
enxaguados em agua MilliQ entre cada imersdo. Substratos de ouro séo limpos apenas com 0s
solventes: acetona e alcool etilico. Substratos de mica sao limpos através da desfolhacdo das
camadas mais externas do material com a ajuda de uma fita adesiva. Substratos de TCPS
foram usados conforme recebidos, sem limpeza adicional por se tratar de placa estéril para
cultura celular.

Apoés a limpeza do substrato, o mesmo foi imerso na 1° solucdo constituida de
polieletrolitos positivos (PEI ou PAH). O substrato foi mantido imerso na solugdo por um
tempo determinado para obtengdo de uma monocamada. O excesso de solucdo foi eliminado
por enxague e o substrato foi seco logo em seguida por fluxo de nitrogénio. O substrato foi

novamente imerso na 2° solucéo constituida de polieletrolitos negativos (latex, latex+HA, HA
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e proteinas do latex), permanecendo por tempo determinado, e apds novo enxague e secagem,
obtém-se uma bicamada. A quantidade de camadas confeccionadas neste trabalho variou
conforme o teste até um maximo de vinte bicamadas. As unidades repetitivas dos filmes LbL
sdo usualmente representadas com a sigla do policétion/sigla do polianion, e.g. PEI/HA ou
(PEI/HA)n; sendo n o nimero de bicamadas do filme. Neste trabalho adotaremos apenas a

primeira grafia.

Os filmes LbL foram divididos em trés grupos de acordo com 0S materiais
empregados: (i) sistema de proteinas do latex, (ii) sistema de latex natural e (iii) sistema de
heparina sodica.

(i) Para o sistema de proteinas do latex foram confeccionados os filmes PEl/proteina e
PAH/proteina nos pHs 3,0; 7,4 e 9,0 para determinar o pH cujos os filmes sejam melhor
depositados.

(ii) Para o sistema de latex natural, os filmes PEIl/latex, PAH/latex, PEI/HA, PAH/HA,
PEI/HA+latex e PAH/HA+latex foram fabricados.

(iii) Para o sistema de heparina, filmes PEl/heparina sédica foram feitos.

Os tempos de imersdo do substrato para obtencdo de uma monocamada, das solucdes de
proteinas do latex, foram obtidos apds o estudo da cinética de deposi¢cdo, conforme descrito
no item 5.1.1. Os filmes citados acima foram analisados por ensaios fisicos e quimicos,

resumidamente dispostos no diagrama da Figura 7.

SEEIETWIINS | Ensaios Fisicos

MEV - Eletrofo-

rese

Micros-  Quantifi-

copia cacao

Figura 7: Diagrama com todos os ensaios fisicos e bioldgicos realizados nos filmes LbL propostos e/ou nas
monocamadas das solucdes utilizadas em sua confec¢do (castings).
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4.2 Extracdo da Fracdo Protéica do latex

A fragdo protéica usada neste trabalho foi extraida do latex natural seguindo o
procedimento desenvolvido por Ricardo J. Mendonga [2008]: (i) 500mL da solucéo de latex
foram diluidos sob agitagdo branda com 2,2% de 4cido acético na proporgao de 1:2 (v/v). (ii)
Apos repouso absoluto de 30 minutos para a completa coagulacdo da borracha, o soro de
aspecto limpido e amarelado foi decantado. (iii) O soro diluido em 1:1 (v/v) com &gua
destilada teve seu pH corrigido para 9,0 com NaOH 5M. (iv) A solucdo foi passada por
coluna cromatogréafica de DEAE-celulose (5 cm x 50 cm) em tamp&o de bicarbonato de
amoénio 0,01 M (pH 7,8), que separou 0s componentes com cargas negativas. O fluxo
empregado foi de 7 ml/min e o eluato foi monitorado a 280 nm em espectrofotdmetro Hitachi
U-2000. (v) O liquido eluido em tamp&o bicarbonato de amdnio 0,01 M, foi novamente
passado pela coluna de cromatografia com gradientes descontinuos e crescentes de NaCl (0
M; 0,15 M; 0,25 M e 1,5 M). (vi) O material foi coletado de acordo com o perfil
cromatografico e submetido & dialise contra dgua destilada. (vii) As proteinas resultantes
foram liofilizadas e armazenadas & -20° C.

A fragdo protéica, ou simplesmente as proteinas do latex como passardo a ser
denominadas, foram doadas por Ricardo Mendonga e Joaquim Coutinho Netto, do laboratdrio
de bioquimica da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto. O ponto isoelétrico das
proteinas purificadas foi identificado em pH 4,7, proximo do pl identificado para o latex (pH
4,0 - 4,6) [d’Auzac et al., 1989]. Por ponto isoelétrico, ou pl, entende-se o valor de pH onde
uma molécula de proteina apresenta carga elétrica efetiva igual & zero. O ensaio de
eletroforese foi efetuado para determinar o tamanho das proteinas que compdem o material
recebido. O procedimento de andlise e os resultados estdo dispostos, respectivamente, nos
itens 6.1 e 8.1 deste trabalho.
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5 METODOS FISICOS DE ENSAIO

5.1 UV-visivel

Por meio de dados de UV-visivel pode-se determinar a concentragdo das amostras pela
lei de Lambert-Beer, que relaciona a absorbancia de luz como sendo diretamente proporcional
a concentracdo do material. O aparelho funciona a partir da radiacdo, com comprimentos de
onda do UV ao visivel, emitida por uma ldmpada. Esta luz atravessa a amostra e é focalizada
na entrada de um espectrofotdmetro. A intensidade da luz transmitida através da amostra, ou
inversamente absorvida por esta, € quantizada separadamente para cada comprimento de
onda. A quantizacdo é realizada por comparacdo com a intensidade de luz de um feixe de
referéncia que ndo passa pela amostra. A absorcdo em regides do visivel afeta diretamente a
cor dos reagentes envolvidos, enquanto que na regido eletromagnética do espectro as

moléculas sofrem transicdes eletrdnicas [Skoog, et al., 2006].

Neste trabalho a espectroscopia de UV-visivel foi adotada para realizar trés
investigacOes diferentes: (i) determinar cinética de deposicdo das solugdes utilizadas; (ii)
acompanhar o processo de formagéo ou crescimento dos filmes LbL; e (iii) verificar a
degradagé@o dos filmes em meio aquoso. Para realizar esses ensaios os filmes LbL foram
automontados em substratos de quartzo que sdo transparentes a luz UV. As determinacdes
foram realizadas no Laboratdrio de Eletroquimica e Materiais Nanoestruturados — LEMN da

UFABC em equipamento UV-vis da marca Varian, modelo Cary 50.
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5.2 Cinética de deposicao

5.2.1 Sistema de proteinas do latex

O tempo de imersdo do substrato € um pardmetro importante na técnica LbL e sua
escolha pode ser norteada pelo estudo da cinética de deposicdo das moléculas. Neste trabalho
a cinética foi estudada por trés testes diferentes que nos permitiu observar a deposicdo das
solucBes sobre diferentes regimes: A) imersdo de mesmo substrato por 30 segundos; B)
imersdo de mesmo substrato por periodos variaveis; C) imersdo de varios substratos. Esses
testes seguiram o procedimento descrito por Venancio et al. [2005]. A cinética das proteinas
do latex foi avaliada (testes A, B e C) em solug¢bes com pHs 3,0; 7,4 e 9,0. As solucbes com
pH 7,4 e 9,0 foram tamponadas com tris(hidroximetil) aminoetano 10 mM, no pH
determinado, e as solugdes com pH 3,0 foram tamponadas com tampdo acetato 0,1M.

A) Imersdo de mesmo substrato por 30 segundos: Neste procedimento um mesmo

substrato de quartzo limpo foi imerso na solucéo de teste por 0,5 minuto, secado com fluxo de
nitrogénio e analisado em UV-vis com varredura de 200 a 500 nm. Este procedimento foi
repetido por 14 vezes. O tempo de 0,5 minuto de deposicdo favorece a absor¢édo e ndo a
dessorcio de material, por ndo permitir que a deposicio entre em equilibrio. E esperado que
neste regime haja um aumento na deposicdo, caso as moléculas possam se automontar sobre
si mesmas [Venancio et al., 2005].

B) Imersdo de mesmo substrato por periodos variaveis de tempo: Um mesmo

substrato de quartzo limpo foi imerso por tempos variaveis na solucéo de teste e foi analisado
conforme descrito no teste A. Foram realizadas 3 imersfes do substrato com tempos de 0,5
minuto; 3 imersdes de 1,0 minuto; 3 imersdes de 2,0 minutos e mais 3 imersdes com tempos
de 4,0 minutos. A variagdo do tempo permite observar se h4 mudancas na deposi¢do em
regimes que favorecam primeiramente a adsorcdo, e que migra para o equilibrio entre a
absorcio e dessorcdo conforme sdo imersos por tempos mais longos. E esperado que em
regime de equilibrio a quantidade de material adsorvido e dessorvido sejam idénticas e a
deposicéo de material se estabilize com o tempo [Venancio et al., 2005].

C) Imersdo de vérios substratos: Quatro substratos de quartzo diferentes foram

imersos apenas uma vez na solucdo de proteinas do latex em diferentes tempos. Os tempos
ensaiados foram 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 minutos. Depois da imerséo, cada substrato foi seco com
fluxo de nitrogénio e analisado em UV-vis. Este teste avalia a deposi¢cdo em condic¢do de

equilibrio e permite visualizar quanto material é depositado em uma Unica camada, sem a
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interferéncia provocada por varias secagens ou deposicdes adicionais. Os resultados deste

teste estdo apresentados no item 7.1.1.

5.2.2 Sistema de latex natural

A cinética de deposi¢cdo das moléculas de PEI, PAH, HA, HA+latex e latex natural foi
estudada por dois testes diferentes. Ao contrério dos sistemas de proteinas do latex e heparina,
onde o estudo de cinética foi necessario para determinar os tempos de imersdo para
confeccionar os filmes LbL, esse ensaio para o sistema de latex natural teve outro propdsito.
Como outros estudos haviam sido previamente realizados com filmes de PAH/HA [Crespilho
et al., 2005] e PAH/latex [Ferreira et al., 2006] os mesmos tempos foram adotados neste
trabalho. Portanto, o estudo de cinética realizado para o sistema de latex natural teve intuito
confirmatorio, e ndo informativo para o tempo de imersdo a ser adotado. Dois testes foram
realizados em cada solucdo e devido a similaridades com os ensaios previamente descritos no
item 5.2.1 foram identificados como teste B e C.

B) Imersdo de mesmo substrato: Um mesmo substrato de quartzo limpo foi imerso por

periodos de tempo determinado na Tabela 1 na solugdo de teste, sendo seco com fluxo de
nitrogénio e analisado em UV-vis conforme descrito no item 5.2.1.

C) Imerséo de varios substratos: Cinco substratos de quartzo diferentes foram imersos

apenas uma vez nas solugdes em teste por periodos diferentes de tempo, conforme
discriminado na Tabela 1. Depois da imers&o, cada substrato foi seco e analisado em UV-vis.

Os resultados destes testes sdo apresentados no item 7.1.2.
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Tabela 1: Tempos de imersdo usados no ensaio de cinética de deposi¢do das solugdes do

sistema de latex natural

Solugdo Teste B

Teste C

NUmero de

Analisada . ~
imersoes

Tempo
(min)

Tempos (min)

HA 1

HA+latex

Latex

PAH

PEI

~N 01 o o1 N O o1 O DO P WO O

0,5
1,0
5,0
0,5
1,0
5,0
0,5
1,0
5,0
0,5
1,0
2,0
3,0
0,5
1,0
2,0
3,0

1,0; 3,0; 5,0; 7,0; € 10,0

1,0; 2,0; 3,0;4,0e 5,0

1,0;1,5;35e5,0

1,0;3,0;5,0; 7,0e 10,0

1,0; 3,0; 5,0; 7,0; € 10,0

5.2.3 Sistema de heparina

A cinética de deposicdo de solugio de heparina sodica (0,4 mg.L™) foi ensaiada com os

mesmos procedimentos descritos para as solucdes de proteina do latex (item 5.2.1). Os

resultados dos testes A, B e C para heparina sodica em pH 7,4, sdo apresentados no item

7.13.
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5.3 Estudo do crescimento dos filmes LbL

O estudo do crescimento do filme LbL permite determinar seu tipo de deposicéo,
linear ou exponencial. Em filme linearmente automontado cada camada contribui com
quantidade idéntica de material e, portanto, observa-se um aumento proporcional na
absorbancia por espectroscopia de UV-visivel (500 a 200 nm). Empregou-se 0 mesmo

equipamento descrito no item 5.1.

5.3.1 Sistema de proteinas do latex

Filmes LbL de PEl/proteina e PAH/proteina do latex foram automontados em
triplicata até 10 bicamadas, seguindo os tempos de deposicdo determinados na Tabela 2.
Medidas de UV-visivel foram realizadas durante a formacdo dos filmes a cada duas
bicamadas automontadas. Outros filmes de PEl/proteina e PAH/proteina do latex em pH 7,4
foram feitos, mas com as proteinas previamente desnaturadas por acdo térmica (aquecidas a
90°C por 10 minutos). Esses filmes serviram para testar se o estado das proteinas pode

influenciar na confeccédo de filmes LbL. Resultados sdo apresentados na no item 7.2.1.

Tabela 2: Filmes LbL de proteinas do latex em diferentes pH.

Polication Tempo de imersao Polianion Tempo de
(min) imersdo (min)
PEI 3 Proteina pH 3,0 3
PEI 3 Proteina pH 7,4 3
PEI 3 Proteina pH 9,0 3
PAH 3 Proteina pH 3,0 5
PAH 3 Proteina pH 7,4 3
PAH 3 Proteina pH 9,0 3

5.3.2 Sistema de latex natural

Filmes de PEl/latex, PAH/latex, PEI/HA, PAH/HA, PEI/HA+latex e PAH/HA+Iatex
natural foram confeccionados em triplicata com os tempos de imersdo mostrados na Tabela 3,
até 10 bicamadas. O latex natural é constituido de particulas de borracha com cadeias

poliméricas de alta massa molar, com grande tendéncia a se aglomerar. Portanto, acredita-se
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que a associacdo do latex com HA favoreca a dispersdo das particulas de latex natural,
formando filmes LbL mais homogéneos. O HA também pode favorecer a confeccdo dos
filmes de latex ao elevar a densidade de cargas negativas da solucéo de polidnions. Todos 0s

resultados séo apresentados no item 7.2.2.

Tabela 3: Filmes LbL de Latex Natural e HA

o Tempo de o Tempo de
Polication Polianion
imersdo (min) imersdo (min)
PEI 3 Latex 5
PEI 3 HA+latex 5
PAH 3 Latex 5
PAH 3 HA+latex 5
PEI 3 HA 5
PAH 3 HA 5

5.3.3 Sistema de heparina

Filmes de PEl/heparina sodica e PEl/heparina+bFGF foram confeccionados em
triplicata usando tempos de deposicdo de 3 minutos para ambas as solugdes. Esses filmes
foram previamente estudados por Mao et al. [2005] que acompanhou o crescimento ap0s
conjugar as moléculas e heparina e fator de crescimento com substancia fluoréfora. Como foi
possivel acompanhar o crescimento sem a utilizagdo de corantes que podem influenciar na
formacéo dos filmes, esse procedimento ndo foi adotado neste trabalho. Os resultados desta

analise sdo apresentados no item 7.2.3.
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5.4 Ensaio de degradacéo do filme

O ensaio de degradacdo dos filmes LbL foi realizado para estudar o tempo que o filme
permanece integro em meio aquoso. Este pardmetro serve para estimar o tempo de agdo deste
filme quando implantado no organismo. O teste proposto consiste em incubar as amostras em
solucdo tampéo fosfato (PBS) a 37°C em 5% de CO, e acompanhar, com leituras periddicas
de UV-visivel, a variacdo na absorbancia do filme. Este procedimento segue, com adaptacdes,
a norma ASTM F1635-04a para degradacdo in vitro de polimeros hidroliticamente
degradaveis aplicados a implantes cirurgicos.

Amostras dos filmes PEI/HA, PAH/HA, PEl/latex, PAH/latex, PEI/HA+latex,
PAH/HA+latex, PEl/proteina, PAH/proteina, PEl/heparina e PEl/heparina+bFGF com 10
bicamadas foram fabricados em triplicata, automontados sobre substratos de quartzo. Os
filmes, devidamente identificados, foram acondicionados em placas de cultura contendo 1,5
mL de PBS em cada poco (placa com 24 pocos). O suporte para amostras solidas do aparelho
de UV-vis modelo Cary 50 da Varian Inc. foi fixado de maneira que a regido de leitura da
absorbéancia fosse a mesma em todos os dias de ensaio. Leituras de UV-vis foram realizadas
de 12h em 12h nos primeiros 2 dias, diariamente até o 6° dia, e a cada 2 dias até completar o
periodo de 21 dias de ensaio (0 Gltimo intervalo de tempo foi de 3 dias). Apé6s cada
determinagdo a solucdo PBS foi descartada, a placa foi lavada com &lcool 70% sendo mantida
sob luz UV por 15 minutos antes de receber nova solugdo PBS. Este procedimento foi
adotado para evitar que a proliferacdo de microrganismos alterasse a degradagédo dos filmes e
contaminasse a estufa de CO,. Os resultados deste ensaio séo apresentados e discutidos no
item 7.3.

44



Métodos Fisicos de Ensaio

5.5 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR

FTIR é uma técnica para identificar os grupos funcionais e a estrutura molecular
presente na amostra. Em linhas gerais, uma fonte de infravermelho que emite radiagdo de
baixa energia interage com a matéria em trés processos: absor¢do, emisséo e espalhamento de
radiacdo [Silverstein et al., 2007]. O infravermelho provoca uma vibracdo normal na
molécula, que pode ser de estiramento, deformacéo angular e torgdo das ligagdes dos 4tomos
que a compdem. As interferéncias em cada comprimento de onda séo registradas na forma de
um espectro, um perfil espectral [Carnevarolo Jr., 2003]. A identificacéo dos picos é feita por
comparagdo com a literatura publicada, o que permite acompanhar 0s processos que ocorrem
entre as moléculas que compdem os filmes LbL.

Apenas as amostras PEI/HA+latex; PEI/latex; PAH/HA+latex; PAH/latex do sistema
de latex natural automontadas até 20 bicamadas sobre substrato de ouro foram analisadas.
Como padrdes comparativos, foram confeccionados castings das solugdes utilizadas, obtidos
a partir da secagem de gotas das solucdes usadas sobre o substrato de ouro. Todas as amostras
foram secas a 37°C por 3h antes da analise, para evitar interferéncia do grupo OH da agua. As
determinagdes foram realizadas no Grupo de Polimeros da IFSC-USP em equipamento ATR-
FTIR, marca Thermo-Nicolet, modelo Nexus 470 em espectro de 500 a 4000 cm™ niimero de

ondas, em atmosfera inerte (N,). Os resultados dessas anélises sdo apresentados no item 7.4.
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5.6 Microscopia de Forga Atdomica - AFM

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma técnica que permite obter imagens da
topografia, informagdes como rugosidade e pardmetros como friccdo de amostras, com a
vantagem de ndo necessitar de recobrimento com filme metalico, o que facilita a preparagéo
das amostras [Canevarolo Jr, 2003]. A imagem é gerada por sucessivas varreduras das
amostras com uma ponta com dimensfes nanométricas chamada cantilever. Os movimentos
de subida e descida do cantilever sédo detectados por um laser que incide sobre ele, revelando
assim o relevo das amostras.

Foram confeccionados para o sistema de proteinas do latex filmes LbL de
PEI/Proteina do latex e PAH/Proteina do latex nos pHs 3,0; 7,4 e 9,0. Para o sistema de latex
foram confeccionados os filmes PEI/HA+latex; PEl/latex; PEI/HA; PAH/HA; PAH/HA+latex
e PAH/latex. Para o sistema de heparina foi confeccionado o filme PEl/heparina sddica, e
além dos filmes um substrato de mica também foi analisado. Todos os filmes foram
automontados em duplicata sobre substratos de mica até o total de 5 e 15 bicamadas (bc). As
determinagdes foram realizadas no Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP em equipamento
de AFM marca Digital Instruments, modelo Nanoscope 1l utilizando-se cantilever de silicio
com constante de mola de 70 N.m™. Exceto os filmes de proteinas do latex em pH 3,0 e 9,0
que foram analisados no Laboratério Multiusuérios da UFABC, em aparelho marca Agilent
Technologies modelo 5.500, com cantilever de silicio com constante de mola de 48 N.m™. Os
dados de Rms (root mean square) para rugosidade da superficie foram obtidos com programa
computacional (Nanoscope Ill) da Digital Instruments e as imagens pelo programa
computacional Gwyddion (v. 2.16). Os resultados dessas analises sdo apresentados no item

7.5.
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5.7 Microscopia Eletronica de Varredura- MEV

Analises em MEV permitem a observacdo topografica de &reas maiores do que as
observaveis por AFM. A varredura é feita por um feixe de elétrons gerado normalmente por
um catodo com filamento de tungsténio. O feixe colimado de elétrons varre as amostras, € 0s
elétrons ao interagirem com as amostras sdo espalhados. O aparelho detecta o espalhamento
eléstico ou inelastico dos elétrons em cada ponto das amostras, gerando a imagem. A
resolucdo do MEV pode ampliar a imagem de 10 a 300.000 vezes. As amostras necessitam,
impreterivelmente, ser condutoras para obtencdo de imagens por MEV [Cao, 2004], e as
amostras ndo-condutoras devem ser revestidas de material condutor antes da andlise [Yao e
Wang, 2005].

Foram analisadas as mesmas amostras previamente confeccionadas para AFM (item
5.5), automontadas sobre substratos de vidro. As amostras coladas sobre porta-amostras foram
recobertas com 10 nm de ouro em um metalizador Sputter Coater marca Balzers, modelo
SCD 059 sendo analisadas em seguida. As imagens de MEV foram adquiridas no IFSC-USP
em equipamento Digital Scanning Microscope marca Zeiss, modelo DSM 960, operando com
feixe de elétrons de 20 KV em 10®° mmHg. Devido a problemas técnicos ocorrido com o
aparelho do IFSC-USP as amostras de PAH/HA (5bc), PEl/heparina (5 e 15 bc) e branco
(substrato limpo) foram analisadas no IQSC-USP em equipamento descrito no item 6.4. Os

resultados dessas analises sdo apresentados no item 7.6.
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5.8 Medicéo de angulo de contato

O angulo formado na regido de contato entre uma gota de liquido e uma superficie
solida sofre influéncia de energias presentes na parte mais externa da superficie (3-10 A)
[Johnston e Ratner, 1995]. Dentre essas energias encontram-se: tensdo superficial; atracdo de
solutos (no liquido) pela superficie; interfaces (solido-liquido, liquido-ar, sélido-ar); a propria
superficie e sua geometria [lsraelachvili, 1991]. Esses fatores influenciam no angulo de
contato, que reflete a molhabilidade da superficie. Baixa molhabilidade indica alto angulo de
contato (Figura 8A), e a alta molhabilidade é caracterizada por baixos angulos de contato
(Figura 8B).

A ‘-“ B

Figura 8: Determinacdo de angulo de contato. A) Gota de agua sobre filme de 16 bicamadas de PEI/latex,
superficie hidrofobica (115°). B) Gota de agua sobre substrato de quartzo tratado com solucdo “piranha”,
superficie hidrofilica (26°).

Se definirmos a tensdo superficial entre sélido-ar e liquido-ar como sendo 7se 7.,

respectivamente, enquanto que a densidade de energia da interface entre liquido-sélido como
7s.. Ainda assumindo que a forma da gota depositada como uma esfera truncada de raio R, a

. . .. 2 / _ 2 2
drea curva seria definida por Awne = 27R°(1-C036) ¢ a rea plana por Apan = R°sen’0;

onde 6 é o angulo de contato. Tém-se a energia total de adesdo desta gota por

E=(rs —VS)Ap.ana+7’L A.na. A forma da gota sera definida como um estado de menor

energia, estado esse atingido quanto o angulo entre a gota e a superficie for ©.. Desta forma

atinge-se a equacdo de Young para explicar angulo de contato de gotas sobre superficies lisas
cos 0, :(75_7/&)/ V. [Boal, 2002; Israelachvili, 1991]. Boal [2002] exemplifica o contato
entre uma gota e uma superficie de cera da seguinte maneira. Como o angulo de contato é

dependente da magnitude relativa entre as energias de interface, se considerar os dados 7. =
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0,073; ¥s=0,025; 7s.= 0,051 J/m?e 6.= 111°. A gota sobre a cera apresenta 7s.>7s, ou

seja, requer menos energia para a gota criar nova &rea entre a fase sélido-ar que na interface
solido-liquido. Para liquidos menos polares que a &gua 7s. pode ser muito menor e

consequentemente 6. <7/2_ A equagdo de Young vale apenas para superficies lisas; sobre
superficies rugosas o ar preso nas irregularidades da superficie influencia na molhabilidade, e
deve ser incluido nos célculos [Marmur, 2004]. Portanto para superficies rugosas devem-se
usar as equagOes de Wenzel ou Cassie-Baxter [Marmur, 2004; Hikita et al., 2005] que
consideram também a area ndo molhada da superficie, devem ser usadas.

Todavia, a molhabilidade sozinha ndo determina se o material permitira ou ndo a
adesdo celular [Mendelson et al., 2003], mas mesmo assim este ainda é um fator a ser
considerado. A forma inicial que uma célula adere na superficie se assemelha a uma gota de
liquido, mesmo que as células possuam propriedades fisicas mais complexas, isto serve como
uma introducdo [Boal, 2002]. Aparentemente, as células tendem a se aderir mais sobre
substratos com angulos de contato intermediario (60 a 80°), no entanto, fibroblastos aderem
sobre superficies independentemente deste pardmetro [Lanza et al., 2007].

Neste ensaio foram confeccionados 9 amostras de cada filme LbL, com ndmero,
crescente de camadas (1 a 9 camadas) automontados sobre substratos de vidro. Desta maneira
foi possivel verificar como cada camada depositada contribuiu na variacdo do angulo de
contato. Foram analisados os sistemas de proteinas do latex (filmes PEl/proteina e
PAH/proteina do latex em pH 7,4); latex natural (filmes PEI/HA+latex; PEl/latex;
PAH/HA+latex; PAH/latex; PEI/HA e PAH/HA) e heparina sddica (PEl/heparina). Os
ensaios foram realizados no Grupo de Polimeros da IFSC-USP, fotografando gotas de 10 pL
de agua MilliQ com camera CCD marca LG®. Os angulos de contato foram posteriormente
calculados analisando-se as imagens obtidas pelo programa computacional Surftens (versao

3.0). Os resultados dessas analises séo apresentados no item 7.7.
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6 METODOS BIOLOGICOS DE ENSAIO

6.1 Ensaio de Eletroforese

Eletroforese é a migracdo de ions em um campo elétrico, e as proteinas, normalmente,
possuem uma carga elétrica efetiva, positiva ou negativa, dependendo da mistura de
aminoécidos carregados que elas contém. Quando um campo elétrico € aplicado a uma
solucdo de proteinas, ela migra com velocidades que dependem da sua carga, tamanho e
forma molecular [Campbell e Farrell, 2007].

Foi realizada eletroforese da fracdo protéica do latex em gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) colocada em um suporte de vidro, previamente polimerizado
com catalisador Temed. As moléculas de proteina se ligaram as moléculas negativamente
carregadas do detergente SDS, e migraram em diregdo ao eletrodo positivo onde uma
voltagem foi aplicada. Como proteinas de mesmo tamanho tendem a migrar com velocidades
similares, isso significa que elas ttm a mesma quantidade de cargas negativas por se ligarem
ao SDS de forma similar. Em ensaio de eletroforese, proteinas maiores com mais carga
migram com velocidades menores, sendo que o inverso ocorre com proteinas menores. A
proteina do latex foi fracionada em uma série de diferentes bandas de proteinas arranjadas de
acordo com sua massa molar. As bandas de proteinas sdo visualizadas ap0s a sua coloracgéo
(Coomassie Brilliant Blue, acido acético e alcool isopropilico) por 40 minutos, seguida da
descoloracédo do gel (acido acético e alcool isopropilico) por 30 minutos.

A eletroforese foi realizada em 5 colunas paralelas de proteinas, cujas aliquotas
seguiram o ensaio descrito na Tabela 4. As aliquotas das amostras foram tratadas em uma
solucdo contendo: agua MilliQ, Tris, HCI, glicerol, SDS, 2-mercaptoetanol e azul de
bromofenol e seus pHs foram ajustados para 6,8. Os resultados séo apresentados no item 8.1.

A desnaturacdo das proteinas foi feita em banho-maria a 90°C por 10 minutos, sendo

estocadas a -20°C para minimizar a atividade proteolitica de enzimas ainda presentes.
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Tabela 4: Aliquotas utilizadas no ensaio de Eletroforese

Identificacdo

Aliquotas

Padréo
A

B
C
D

100png de padrao com peso molecular conhecido.
100png de proteina extraida do latex desnaturada
100ug de proteina extraida do latex in natura
50pg de proteina extraida do latex desnaturada

50pg de proteina extraida do latex in natura
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6.2 Curva de crescimento celular

O ensaio de metiltiazol tetrazolium (MTT) é uma técnica colorimétrica que permite
determinar através de dados de absorbancia a quantidade de células vidveis em um dado meio
[ATCC, 2008]. Este ensaio permite verificar a biocompatibilidade dos filmes estudados e
observar quantitativamente o impacto deste sobre a proliferacdo celular de fibroblastos
humanos normais (FHN).

Foram automontados filmes do sistema de latex natural (PAH/HA, PEI/HA,
PAH/latex, PEl/latex, PAH/HA+latex e PEI/HA+latex), sistema de proteinas do latex
(PEl/proteina e PAH/proteina do latex) com proteinas no estado in natura e desnaturada e
sistema de heparina (PEl/heparina e PEl/heparina+tbFGF). Os filmes LbL foram
confeccionados até 5 bicamadas, depositados diretamente sobre os pocos de TCPS. Padrbes
de HA, latex, proteinas, PAH, PEI, heparina e heparina+bFGF na forma de castings, também
foram analisados. Os castings foram confeccionados permitindo que gotas das solugdes
secassem sobre as placas de TCPS, com excecdo das solugdes de heparina e heparina+bFGF,
que foram feitas com imers&o de 30 minutos. O controle positivo do ensaio foi feito com FHN
cultivados apenas sobre TCPS. Todas as amostras, controle e padrdes foram confeccionados
com n = 9, onde 6 réplicas foram semeadas com FHN (amostras positivas) e 3 réplicas
receberam apenas meio de cultura (amostras negativas). Esta distingdo entre amostras
positivas e negativas € importante para descontar possiveis interferéncias que os materiais
usados nos filmes possam provocar na absorbancia do teste de MTT. As absorbancias reais
das amostras ensaiadas foram obtidas subtraindo os valores das amostras positivas dos valores
obtidos nas amostras negativas.

Uma quantidade de FHN de 10° células foi semeada diretamente sobre as superficies
em teste, onde a quantidade de células foi previamente determinada manualmente em camara
de Neubauer. A contagem ocorreu apds a suspensdo das FHN com 0,25% de tripsina em
tampéo fosfato (PBS); centrifugacdo a 1500 rpm por 5 min em temperatura de 37 °C e
reducdo do volume total para 1 mL. Deste volume, uma aliquota de 120 pL foi adicionada a
380 pL de tripan azul. Desta solucéo resultante, alguns microlitros foram transferidos para
camara de Neubauer, e os FHN viaveis (ndo corados em azul) foram contados nos quatro
quadrantes maiores. Esse procedimento de contagem foi utilizado tanto para determinar a

quantidade de células a serem semeadas sobre as amostras quanto para construir a curva de
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calibracdo. As células semeadas foram cultivadas com meio de 10% soro fetal bovino, 90%
DMEM a 37°C, e em 5% de CO..

O conjunto de amostras (positivas e negativas) e dos padrdes (castings das solugdes)
tal como descrito anteriormente foram cultivados por tempos de 7, 14 e 21 dias para
determinar a curva de crescimento celular. Ao final do tempo de cultivo a quantidade de FHN
foi determinada por MTT, portanto, foi confeccionado um conjunto de teste (amostras +
padrdes) para cada dia de ensaio. O ensaio de MTT consistiu em adicionar 100 uL de
metiltiazol tetrazolium (5 mg.mL™) ao meio das células, mantendo-as por mais 4 horas em
estufa até a formacdo de cristais de formazana nas mitocondrias das células saudaveis. Em
seguida adicionou-se 1 mL de solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) em HCI 0,01M,
mantendo novamente em cultura por mais 24 horas. O SDS solubiliza as membranas e libera
0s cristais de formazana, corando o meio de cultura. O meio é entdo transferido em trés
aliquotas de 200 pL para trés pogos diferentes de uma placa de cultura com 96 pogos. A
quantificagdo dos cristais de formazana foi realizada com leitor de ELISA em 570 nm, marca
Bio Tek Instruments Inc., modelo EL800-Universal Microplate Reader.

A relagdo entre o nimero de células e a absorbancia detectada foi realizada pela
equacdo da reta obtida na curva de calibragéo. A curva de calibragdo foi confeccionada no
ultimo dia de cultura com dilui¢Ges seriadas do concentrado de células suspendidas. Os FHN
usados na curva de calibragdo foram mantidos nas mesmas condicdes iniciais de cultura, em
placa separada das usadas no ensaio. As diluigdes de FHN com concentragédo conhecida de
células foram transferidas em triplicata para uma placa de 24 pocos, totalizando 6 padrdes.
Apoés a semeadura, as células da curva de calibracdo receberam os reagentes de MTT, tendo
suas absorbancias determinadas conforme descrito previamente. Os resultados dessas analises
sdo apresentados no item 8.2 sendo interpretados como indice de bioatividade dos filmes
LbL. As determinacGes foram realizadas nos laboratdrios do Departamento de Farmécia da
USP-SP, sob supervisdo da Profé. Primavera Bonelli. Os fibroblastos utilizados foram doados
pelo Dr. Fabio Forti do Instituto de Quimica da USP-SP.
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6.3 Influéncia das proteinas do latex no crescimento celular

Dois ensaios diferentes, direto e indireto; foram conduzidos para verificar o efeito
apenas da proteinas do latex sobre a adeséo e proliferagdo dos FHN. Foram testadas solucdes
com diferentes concentracdes de proteinas do latex in natura (0,1; 0,5e 1,0 g.L'l) em pH 7,4;
as solugdes foram esterilizadas por filtro com poros de 0,22 pm. Os ensaios foram conduzidos
nos diversos laboratérios da UFABC e a determinacdo da quantidade de células foi realizada
no Laboratorio de Eletroquimica e Materiais Nanoestruturados (LEMN) em equipamento UV-

vis da marca Varian, modelo Cary 50 com leituras em 570nm.

6.3.1 Ensaio Direto

Este ensaio teve o intuito de verificar qual o impacto das proteinas do latex sobre o
desenvolvimento dos FHN. Para ensaio direto foram utilizadas seis substratos redondos de
vidro, imersos por 4 horas em cada solugdo de proteinas (concentragdes de 0,1; 0,5e 1,0 g.L
1). Apés a imersdo, os substratos foram acondicionados em pocos da placa de cultura. Como
controle positivo foi usado substratos de vidro limpos.

Trés substratos de cada amostra foram semeados com 10° células de FHN (amostras
positivas) e as demais receberam apenas meio de cultura (amostras negativas). As células
foram cultivadas por 5 dias, sequido de quantificagdo das células por MTT; o procedimento

de cultivo seguiu conforme descrito anteriormente no item 6.2.

6.3.2 Ensaio Indireto

O ensaio indireto iniciou com o cultivo de 10° células de FHN (conforme descrito no
item 6.2) semeadas em meia placa de cultura de 24 pogos. Esta cultura foi mantida por 3 dias
para aclimata¢éo dos FHN, permitindo o desenvolvimento adequado destes sobre a placa. No
quarto dia 0 meio de cultura foi trocado por outro mais pobre (0,3% soro fetal bovino, 99,7%
DMEM), mas foram mantidas as mesmas condicdes de cultivo (37°C, em 5% de CO;) por
mais 5 dias. No sexto dia de ensaio 6 aliquotas de 100 pL de proteinas do latex in natura nas
concentragdes de 0,1; 0,5 e 1,0 g.L™ (em pH 7,4) foram transferidas para a placa de cultura.
Foi tomado o devido cuidado para que as aliquotas de proteinas do latex fossem transferidas
para 3 pocos com celulas (amostras positivas) e 3 pogos sem células (amostras negativas). Os
seis pocos da placa de cultura que ndo receberam a solucéo de proteinas foram tratados como

controle. As células em cada poco foram quantitativamente determinadas por MTT conforme
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descrito no item 6.2 ap6s 3 dias de cultivo com proteinas do latex no meio de cultura. Nova
curva de calibracdo foi confeccionada (conforme descrito no item 6.3.1) e a equagéo da reta
foi utilizada para determinar a quantidade de FHN presente nos ensaios direto e indireto.
Neste estudo néo foi possivel obter fotomicroscopias Opticas das células em cultivo por ndo
dispormos de microscépio invertido com camera acoplada. Os resultados séo apresentados no
item 8.3.
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6.4 Morfologia celular por MEV

6.4.1 Embasamento tedrico

Este teste foi realizado para estudar a interagéo dos filmes LbL confeccionados com as
células de fibroblastos humanos normais, pela observagdo da adesdo e espalhamento de
fibroblastos. A adesdo celular cria varios sinalizadores quimicos intracelulares que induzem a
proliferacdo celular e promovem a sobrevivéncia da célula [Alberts et al., 2008]. Este ensaio €
relevante para avaliar biomateriais, entretanto, varios fatores influenciam no processo de
adesdo e espalhamento celular, e para melhor avaliar as imagens de MEV faremos uma breve
introducdo destes fatores.

Se considerarmos as células como gotas liquidas, o formato delas em contato com uma
superficie solida poderia ser descrito, de maneira simplista, pelo seu angulo de contato
conforme descrito no item 5.7. Entretanto, as células possuem de um ponto de vista fisico,
interacGes e propriedades elasticas dificeis de descrever, e que também influenciam na adesdo
[Boal, 2002; Poon e Andelman, 2006]. Por uma Otica bioldgica, ha ainda interagdes
especificas entre os constituintes: membrana celular; matriz extracelular (MEC); e/ou
substrato em estudo [Boal, 2002; Lanza et al., 2007].

A membrana plasmética é uma bicamada lipidica fluidica cuja composicéo varia entre
0 lado interno e externo. H& proteinas inseridas na membrana que mesmo em menor
quantidade (50:1 lipidio - proteina), representam 50% da massa total. Polissacarideos e ions
salinos dissolvidos no glicocalix também estdo presentes [Boal, 2002]. Os grupos fosfatos
presentes na membrana sdo negativos, porém, as cargas totais dos fosfolipidios sdo, em geral,
neutras com excecdo das serinas que mantém a carga negativa [Boal, 2002]. Apesar disso,
mesmo membranas negativas (com alta concentracdo fosfatidilserina, tem carga 0,3 C/m?)
podem apresentar carga global neutra devido & anti-ions positivos no meio de cultura que
balanceia as cargas [Boal, 2002]. A adesdo dessas células originalmente negativas pode variar
de acordo com a carga da superficie do substrato. O fato das membranas negativamente
carregadas em meio idnico atrairem ions positivos, mantendo o0s ions negativos mais
distantes, gera uma pressdo eletrostatica que também interfere na ades&o. Isso se torna uma
interacdo repulsiva que dificulta o contato entre superficies caso ambas tenham carga de
mesmo sinal [Boal, 2002]. A pressdo eletrostética repulsiva entre membrana e superficies €
atenuada pela alta concentracdo de eletrdlitos do meio. Isso ocorre pela redugdo da distancia

de Debye (regido onde os ions do meio sdo influenciados pela superficie) onde as forcas
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eletrostaticas sdo rapidamente extintas. Nestas condi¢des a atracdo célula-substrato é
dominada por interacbes de van der Waals e as forgas eletrostaticas mantém-se importantes
apenas em distancias intermediarias [Boal, 2002]. As forcas de van der Waals estdo presentes
mesmo nos fosfolipidios eletricamente neutros, pois existem forcas intramoleculares que
geram dipolos (induzidos ou permanentes), que criam pressdo atrativa com influéncia variavel
com a distancia [Boal, 2002].

Em longas distdncias da membrana (£ 5 nm), ha presenca de interagdes de van der

Waals e eletrostaticas [Boal, 2002]. Todavia, em curtas distancias, aparecem conflitos

estéricos entre a matriz extracelular (MEC) e as forgas provenientes da membrana [Boal,
2002]. Esses conflitos ou forgas estéricas sdo geradas pela repulsdo entropica entre as
moléculas da membrana e a matriz, que excedem tanto as forcas de van der Waals quanto a
repulsdo eletrostatica [Boal, 2002]. A natureza fluidica da membrana plasmaética contribui
para essas forcas repulsivas devido as oscilages térmicas. Como a membrana oscila, ndo ha
camada molecular estacionéria ao seu redor, o que dificulta a organizagdo do solvente ao
redor da célula. Isso gera forgas de solvatacdo (ou hidratagdo), geralmente repulsivas, devido
a resisténcia entropica da membrana a compressdo [Boal, 2002].

Todavia, sendo a membrana plasmatica ndo apenas de natureza fluidica, existem areas
que resistem a expansdo da sua forma sobre a superficie. Dentre as propriedades mecénicas
das células o modulo de compressdo (Ka) e a rigidez (xp) ou modulo de curvatura, formam
resisténcia a deformacéo e interferem na angulagdo da membrana [Poon e Andelman, 2006;
Zimmerberg e Kozlov, 2006].

Somado aos fatores descritos anteriormente, a presenca de proteinas ligadas ndo-
covalentemente em receptores especificos e outras estruturas adesivas agem como jungdes do
citoesqueleto [Boal, 2002] dentro da célula. Dentre as proteinas de ligagdo mais comuns, as
integrinas participam da adeséo célula-substrato [Alberts et al, 2008]. Essas proteinas ndo sdo
arrancadas da célula por estresse, pois a forca dessas ligaghes, mesmo menor que as
covalentes, varia enormemente dependendo da velocidade de aplicagdo da forca (valores
tipicos entre 50 e 150 pN) [Boal, 2002]. Além dessas proteinas da membrana, h4 também as
proteinas presentes no meio de cultivo. Essas proteinas se adsorvem no substrato e participam
ativamente da adeséo, propagacdo, maturagdo e diferenciacdo celular [Lanza et al., 2007].
Sobre superficies poliméricas as proteinas formam uma camada em alguns minutos,
influenciando na forma da célula aderida. A “adesividade” da superficie é determinada pela
altura média da célula na superficie, o grau de propagacdo e a forma geral que esta

diretamente ligada ao grau de proliferacdo celular [Lanza et al., 2007].
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6.4.2 Procedimento experimental

Novas amostras foram feitas dos sistemas de proteinas do latex (filmes PEl/proteina e
PAH/proteina do latex), latex natural (filmes PEI/HA+latex; PEIl/latex; PAH/HA+latex;
PAH/latex; PEI/HA e PAH/HA) e heparina (PEl/heparina) com 5 bc sobre substratos de
vidro. Outro substrato limpo de vidro foi usado como branco. Os filmes foram
acondicionados em placa de TCPS, posteriormente semeada com 10° FHN e mantidos em
condicédo fisiolégica (DMEM a 37°C, 5% CO;). Apo6s 3 dias de cultura, as células foram
fixadas sobre o substrato seguindo o procedimento descrito por Lobo [2008], metalizadas e
analisadas por MEV.

Para a fixacdo foram feitas as solugOes: fixador 1 (tamp&o Tris-HCl em pH 7,2;
paraformoldeido 4% e glutaraldeido 3% nas proporcdes de 55, 40 e 5% respectivamente, v/v);
fixador 2 (alcool etilico absoluto e hexametildisilazane 98% - HDMS [Cas:999-97-3], nas
proporgdes 1:1, v/v; cuidado! — utilizar exaustor e luvas); e para a desidratacdo das células foi
feita uma seqliéncia de solucdes de alcool etilico com diferentes concentragdes (30, 50, 70, 90
e 100%). Apos a cultura, o meio foi retirado com cuidado para ndo as descolar células dos
substratos e 1 mL do fixador 1 foi adicionada sobre cada amostra mantendo em temperatura
ambiente por 2 horas. Depois deste periodo as células foram desidratadas adicionando 1 mL
de alcool etilico 30%, mantendo as células em solucdo por 10 minutos. A desidratacdo
prosseguiu adicionando solugdes alcodlicas mais concentradas, pelo mesmo periodo, até
atingir a solucdo 100%. Depois de desidratadas as células receberam o fixador 2 em
quantidade suficiente para cobrir as amostras, mantendo-as imersas também por 10 minutos.
O Ultimo passo da desidratacdo consistiu em adicionar 500 nL. de HDMS concentrado sobre
cada amostra, mantendo em temperatura ambiente até a completa evaporagao.

As amostras com celulas fixadas foram recobertas com 10 nm de ouro em um
metalizador Coating System marca BAL-TEC, modelo MED 020 sendo imediatamente
analisadas. As fotomicrografias de MEV foram realizadas na Central de Anélises Quimicas
Instrumentais (CAQI) do Instituto de Quimica da 1QSC-USP em equipamento de marca LEO,
modelo 440 com detector OXFORD, operando com feixe de elétrons de 20 KV. As imagens

dos FHN sobre as amostras foram dispostas no item 8.4.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES DOS ENSAIOS FiSICOS

7.1 Cinética de deposicdo

7.1.1 Sistema de proteinas do latex

As absorbancias obtidas em 200 nm na proteina do latex em cada imersdo do teste A
(imersdo de mesmo substrato por 30 segundos) séo ilustradas na Figura 9. A figura ilustra as
absorbancias em funcdo do tempo de imersdo nas solugbes em pH 3,0; 74 e 9,0. O
comprimento de 200 nm representa regido do espectro com maior absorbancia ndo apenas
nesse, mas em todos os sistemas estudados (idéntico a Figura 15). Observou-se em pH 3,0
uma maior absorbancia em fung¢do do tempo, com aumento linear da absorbancia de 0,207
para 0,311. A cinética da proteina do latex em pH 7,4 apresentou dois comportamentos,
inicialmente permaneceu com absorbancia inalterada (0,183 £ 0,006) durante os primeiros 4,0
minutos, e posteriormente as absorbancias elevaram para 0,279 aos 7,0 minutos. Em pH 9,0,
nas mesmas condicdes, observa-se ap6s uma queda inicial, absorbancia permaneceu constante
(0,171 £ 0,006) durante todo o periodo do teste. Por este grafico observa-se diferencas em

como o tempo afeta a deposi¢do das proteinas nos diferentes pHs.
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Figura 9: Estudo da cinética de deposicdo da proteina do latex, em diferentes pHs, com imersdes do mesmo
substrato em intervalo de 0,5 min.
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Para o teste B (imersdo de mesmo substrato por periodos varidveis de tempo), a
Figura 10 dispde os valores de absorbancia da proteina do latex em funcdo do tempo de
imersdo. A cinética observada em pH 3,0 apresentou elevacdo na absorbancia de 0,104 para
0,225, ao final um aumento similar ao observado no teste A. Entretanto, a deposi¢do da
proteina em pH 3,0 apresentou comportamento diferente; 0 mesmo crescimento linear foi
observado quando as deposi¢fes eram realizadas com tempos de 0,5 e 1,0 minuto, mas em
tempos mais longos (2,0 e 4,0 minutos) a deposicdo tende a formar um platé. Em pH 7,4
foram observadas as maiores absorbancias do teste B, que seguem o mesmo comportamento
visto em pH 3,0, com aumento pronunciado da absorbancia em tempos curtos, e formando
platd com tempos maiores. Em geral, houve aumento na absorbancia de 0,176 para 0,310,
respectivamente, para tempo inicial e final. Em pH 9,0 as proteinas mantiveram o mesmo
comportamento observado no teste A, com absorbancia constante (0,210 + 0,014), embora
com elevacdo discreta na absorbancia em fungéo do tempo.

A tendéncia a formacéo de platd, observada quando tempos maiores de imersdo foram
empregados, sugere que a deposicdo de material tende a uma estabilizagdo, comprovando a

existéncia de um regime de equilibrio.
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Figura 10: Estudo da cinética de deposicdo da proteina do latex, em diferentes pHs, com imersdes do mesmo
substrato em tempos variareis.

Os resultados do teste C (imersdo de diferentes substratos) para a proteina do latex nos
pHs 3,0; 7,4 e 9,0 foram testados nos tempos de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 minutos, e estdo dispostos

na Figura 10. Nos pHs 3,0 e 7,4 um mesmo comportamento foi observado: queda inicial na
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absorbéncia, seguida de um maximo obtido aos 2,0 minutos, com ocorréncia de nova queda
aos 4,0 minutos de imersdo. Entretanto, em pH 3,0 a quantidade de material adsorvido no
substrato com imerséo de 4,0 minutos foi & menor registrada no teste. O ensaio em pH 9,0
demonstrou aumento na quantidade de material, e assim como nos outros pHs, um pico de
deposicéo foi observado aos 2,0 minutos, seguido de queda aos 4,0 minutos. Como neste teste
cada substrato foi depositado uma Unica vez, ndo ha influéncia de sucessivas secagens, € a
formacdo de uma monocamada de material € determinada apenas pelo balanco entre a
quantidade de material adsorvido e dessorvido no substrato. Sabe-se que tempos mais longos
de imersdo favorecem o equilibrio entre a absorc¢do e a dessor¢do de material [\VVenancio et al,
2005], e o pico observado aos 2,0 minutos, seguido de queda, sugere que naquele intervalo de
tempo a adsorgdo ainda era maior que a dessorcdo. Detectar o tempo em que a deposigdo do
material atinja o equilibrio néo é objetivo deste trabalho, mas sim identificar o periodo em que
a deposicdo seja maxima. Portanto, no teste C, observa-se que independentemente do pH
estudado, o tempo de imersdo para construir filmes LbL com proteina do latex ndo deve

ultrapassar 2-3 minutos.
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Figura 11: Estudo da cinética de deposicdo da proteina do latex, em diferentes pHs, com imersdes em intervalos
varidreis usando varios substratos.

Correlacionando os dados obtidos com a informacéo de ponto isoelétrico da proteina,
é possivel formular algumas hip6teses. Como o substrato de quartzo foi limpo quimicamente
para possuir cargas negativas em sua superficie, era esperada uma maior atracéo e deposicdo

de moléculas com cargas positivas. Apenas em pH 3,0 - a Gnica com pH abaixo do ponto
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isoelétrico (pl 4,7) - as proteinas do latex sdo predominantemente positivas. Portanto, era
esperada uma deposigdo maior neste pH, mas esta teoria parece prevalecer apenas em situagao
de ndo-equilibrio, com tempos curtos de deposicdo (teste A). E provavel que em outras
situacdes, como na condicdo de equilibrio (como evidenciado no teste C aos 240 segundos),
ocorra repulséo entre as moléculas e isso reduza a quantidade de material depositado. Em pHs
acima do pl, as proteinas do latex sdo predominantemente negativas, como o estudado em pH
7,4 9,0, e portanto, sua atracdo por substratos negativos seria baixa. Os resultados em pH 9,0
seguiram conforme o esperado, ou seja, absorbancia inferior ao observado em pH 3,0.
Entretanto, a cinética de deposicdo das proteinas do latex em pH 7,4, que deveria ocorrer de
maneira idéntica ao pH 9,0, pois ambos encontram-se acima do pl, ndo aconteceu. As
proteinas em pH 7,4 apresentaram uma deposicdo maior no teste B e um aumento na
deposicdo ap0s certo periodo no teste A. E possivel que este comportamento em pH 7,4;
intermediério aos pH 3,0 e 9,0 (principalmente observado no teste A), se deva ao fato de estar
mais proximo ao pl que as moléculas em pH 9,0. Isso lhe conferiria uma densidade de cargas
e repulsdo molecular menor e maior deposicéo, apesar de ainda serem predominantemente
negativas.

A deposicgdo das proteinas do latex em todos os pHs foi realizada sobre substratos de
quartzo limpo para evitar que outras interagbes com polieletrdlitos influenciassem nos
resultados. A deposigdo sobre substratos positivos ndo foi realizada, pois essas informagoes
foram obtidas diretamente pela deposi¢do das proteinas sobre monocamadas dos policétions

nos filmes LbL confeccionados no item 7.2.

7.1.2 Sistema de latex natural

Para facilitar a exposicéo dos resultados deste sistema, agrupamos os dados em dois
conjuntos: (i) solucdes dos polications (PEI e PAH) e (ii) solucdes dos polianions (HA, latex e
HA+latex), que serdo discutidos separadamente a seguir.

(i) Solucdes dos polications

Os resultados de absorbéancia obtidos nos testes de cinética B (imersdo de mesmo
substrato) e C (imersdo de diferentes substratos) para as solugdes de PEI e PAH sdo
demonstradas na Figura 12. Em ambos os ensaios o PEI apresentou maior absorbancia que o
PAH, fato atribuido as diferentes concentragdes entre as solugdes de PEI (1,0 g.L™) e PAH
(0,5 g.L™). Apesar disso, os resultados do PEI sdo da mesma ordem de grandeza do observado
para 0 PAH. No teste B observa-se que ambos os polieletrolitos depositam-se em maior

quantidade em tempos menores de imersdo e que as quantidades se estabilizam em tempos
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maiores. PEIl apresentou em 40 minutos deposigdes maiores que nos tempos iniciais,
mostrando uma tendéncia a elevar a quantidade de material adsorvido com o tempo. Apesar
das diferencas nos resultados terem gerado um alto desvio padréo, todas as amostras do grupo
mostravam o mesmo comportamento. O PAH por sua vez, manteve uma absorbancia
constante durante o ensaio. A mesma deposic¢do constante do PAH foi observada no teste C,
no qual a absorbéncia manteve-se com elevagédo discreta (0,114 = 0,007). A quantidade de
PEI elevou de 0,119 para 0,172 em 10 minutos, concordando com os resultados vistos no teste
B. Os resultados do teste C indicam que o PAH possui menor dependéncia do tempo de
imersdo com a quantidade de material depositado que o PEI, pois este Gltimo apresentou

maior elevagdo na absorbancia.
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Figura 12: Resultados dos testes de cinética das solucées de PEIl e PAH.

(i) Solugdes dos polianions

A Figura 13 apresenta os resultados de absorbancia em funcdo do tempo de imerséo
obtidos para as solucdes de HA, HA+latex e latex natural em todos os ensaios de cinética
realizados. No teste B (imersdo por periodo de tempos varidveis) observa-se aumento na
absorbéancia (de 0,051 para 0,176) da mistura de HA+latex de maneira quase linear nos
primeiros 5 minutos, formando platd dos 5 aos 20 minutos. A solucdo de latex natural
apresentou dois picos de absorbancia (0,0823), um no primeiro minuto de imerséo e outro aos
5 minutos de teste. Esses picos de absorbancia foram seguidos de queda na quantidade de

material detectado. Apos este periodo de oscilacéo a deposicdo apresentou formacédo de platd
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dos 6 aos 15 minutos de teste quando tempos mais longos de imersédo foram ensaiados.
Observou-se elevacdo na absorbancia HA no teste B, que apesar de inconstante, pois
apresentou queda aos 15 minutos, no total aumentou de 0,024 para 0,167. O maximo de
deposicao de HA foi detectado aos 10 e 20 minutos de teste, e é possivel que o equilibrio
tenha sido atingido com esses tempos, pois a tentativa de depositar mais material (aos 10
minutos) provocou a diminuigdo na quantidade de moléculas depositadas. No teste C a
solucdo de HA+latex apresentou queda inicial na absorbancia seguida de pico (0,239)
detectado aos 4 minutos de imersdo. Na solugdo de latex natural observa-se pico de absorgao
aos 1,5 e 5 minutos do teste C. Comparando esses dados com o teste B observa-se que apenas
0 pico inicial no primeiro minuto é equivalente em ambos os ensaios. Provavelmente, o
aumento na deposicdo aos 5 minutos observado no teste C tenha sido favorecido pelos
processos de secagens que permitiu maior agregacao de material no teste B. O HA apresentou
no teste C absorbancias mais constantes (0,143 = 0,009) que no teste B, com pico novamente
observado aos 10 minutos de ensaio. Aparentemente, sem a influéncia dos varios processos de
secagem, a quantidade de material depositado torna-se quase independente do tempo de

imersdo para o HA.
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Figura 13: Resultados dos testes de cinética para a solugdo de HA, HA+latex e latex natural.

7.1.3 Sistema de heparina

A Figura 14 apresenta a absorbancia em fungdo do tempo de imersédo obtido nos
ensaios de cinética (A, B e C) realizados. A heparina apresentou no teste B (imersdo de

mesmo substrato por periodos varidveis de tempo) material depositado em quantidade
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constante e inalterada com o tempo de ensaio. O mesmo comportamento de deposi¢do, com
valores de absorbancia idénticos foi observado no teste C (imersdo de varios substratos). O
teste A (imersdo de mesmo substrato por 30 segundos) foi o Unico que apresentou maior
quantidade de material depositado. Aparentemente, as imersdes em tempos curtos
favorecerem a agregacdo das moléculas de heparina sobre si mesmas, resultando em mais
material depositado. Porém, conforme foi observado nos testes B e C, a absorbancia
observada no teste A ap0s atingir seu apice (em 2 minutos), estabilizou-se e apresentou uma
deposicao invaridvel com o tempo.

Pelos ensaios de cinética conclui-se que a deposicdo da heparina praticamente
independe da situacéo de equilibrio entre a adsorcéo e a dessor¢éo, ou o que € mais provavel,
0 tempo para que a heparina atinja equilibrio na deposi¢do seja curto. Possivelmente, a
deposicao da heparina atinja equilibrio em periodos inferiores ou préximos a 30 segundos, e
por esta razdo os resultados dos testes B e C foram idénticos, pois ambos utilizavam periodos
maiores. Para a confeccdo de filmes LbL de PEl/heparina; e consequentemente, para o
sistema de PEl/heparina+bFGF; o tempo de imersédo do substrato na solugdo de heparina
parece ndo ser relevante. Contudo, os resultados sugerem que maior quantidade de material
pode ser agregada caso sucessivas imersdes (no minimo 3) com tempos curtos (30 segundos

ou menos) sejam feitas.
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Figura 14: Resultados dos testes de cinética para a solugdo de heparina sodica A quantidade de material
praticamente ndo se altera com o tempo de deposicao.
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7.2 Estudo do crescimento dos filmes LbL

7.2.1 Sistema de proteinas do latex

- Filmes de proteina do latex. Os filmes de PEl/proteina do latex e PAH/proteina do latex

foram automontados até 14 bicamadas. A maxima absorbéancia detectada nas amostras em 200
nm (exemplo mostrado na Figura 15) é demonstrada em funcdo do nimero de bicamadas na
Figura 16. Os filmes PEIl/proteinas apresentam maior quantidade de material agregado que 0s
filmes de PAH/proteinas. Observa-se que os filmes de PEl/proteina do latex possuem
crescimento linear com R2 = 0,913; 0,998 e 0,990, respectivamente para os pHs 3,0; 7,4 e 9,0.
R2 é o quadrado do coeficiente de correlagdo entre os dados e os valores previsiveis a partir
deles em uma regressdo linear, que variam entre 0 e 1. A melhor linearidade e maior
absorbéancia foram detectadas no filme com proteina do latex em pH 7,4. A segunda maior
deposicao foi observada no filme PEl/proteina em pH 9,0, e em pH 3,0 o filme apresentou
absorbéancias inferiores aos outros sistemas, com valores comparaveis as absorbancias dos
filmes com PAH.

Para o sistema com PAH, o filme PAH/proteina em pH 7,4 apresentou a melhor
linearidade de crescimento (R = 0,995), seqguido do filme com proteina em pH 3,0 (R? =
0,967). O crescimento do filme com 14 bicamadas em pH 9,0 (R? = 0,870) tendeu a formar
platd apos a 10? bicamada automontada. A maior absorbancia foi detectada no filme de
PAH/proteina em pH 9,0; mas a melhor estruturacdo do filme (linearidade e maior
absorbéncia) foi observada em pH 7,4 através da deposicéo linear de material.

Para a melhor comparagéo entre os sistemas PEI e PAH com proteina do latex, a
Figura 17 foi confeccionado com os dados de absorbéncia detectados na 142 bicamada em
cada filme LbL e pH estudados. Observa-se que os filmes LbL de PEl/proteina do latex nos
pH 7,4 e 9,0 possuem, respectivamente, 10 e 6 vezes (aproximadamente) mais material
depositado que a media dos outros filmes. No sistema PAH/proteina a maior deposigdo foi
detectada, respectivamente, no pH 9,0 e 7,4; o inverso do observado no sistema PEI. Pode-se
constatar na Figura 17 que as menores absorbancias nos dois sistemas (PEI e PAH) foram
obtidas em pH 3,0.
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Figura 15: Espectro de UV-vis obtidos durante a automontagem do filme LbL de PEI/proteina em pH 7,4.
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Figura 16: Filmes LbL de proteina do latex em diferentes tempos e pHs usando PEIl e PAH como contraparte
positiva para automontagem.

As mesmas hipoteses aplicadas nos testes de cinética, se hovamente aplicadas aqui,
explicam o porqué do crescimento dos filmes com proteinas em pH 7,4 e 9,0 foram maiores.
Isso se deve as moléculas de proteina, com cargas predominantemente negativas,
apresentarem melhor deposicdo sobre as monocamadas de polications (PEI e PAH), com
cargas de sinal oposto. Em teoria, as proteinas com pH muito superiores ao pl (pl 4,7) seriam
mais negativamente carregadas que as moléculas em pH mais proximo de pl. Portanto,
supdem-se que as proteinas em pH 9,0 estdo mais eletronegativas que em pH 7,4.
Considerando esta suposi¢do, esperava-se que os filmes LbL com proteinas em pH 9,0
mostrassem deposi¢des maiores que filmes em pH 7,4; mas apenas os filmes LbL com PAH
confirmaram este resultado esperado. Filmes com PEI foram melhor automontados em pH

7,4, com aproximadamente o dobro da absorbancia observada em pH 9,0. Possivelmente a
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cobertura da superficie de PEI por moléculas de proteina seja reduzida por repulsdo entre as

proteinas do latex em pH 9,0, mais negativas do que em pH 7,4.
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Figura 17: Absorbancia da 142 bicamada dos Filmes LbL de proteina do latex com PEI e PAH. Filmes com PEI,
apresentaram absorbancia maior em pH 7,4. Filmes com PAH apresentam valores ligeiramente melhores em pH
9,0.

Entretanto, observa-se que as proteinas em pH 3,0 também se depositaram em menor
quantidade, formando o filme LbL sobre os polications (PElI e PAH) apesar das cargas
predominantes serem de mesmo sinal. Esta observagéo, a primeira vista, contradiz a teoria de
formacéo dos filmes LbL por atracdo eletrostatica, mas esses resultados sdo condizentes com
0 publicado por Ladam et al. [2000 e 2001]. Landam verificou que é possivel obter filmes
LbL de proteinas (albumina), independente da carga dominante, atribuindo este fendmeno a
duas possiveis causas:

(M A presenca de ambos os dominios de cargas nas moléculas de proteinas. Como as
proteinas possuem dominios positivos e negativos, monocamadas poderiam se
formar mesmo sobre superficies com mesma carga, apenas mais fracamente
aderidas. Isto também implica na existéncia de atracdo entre proteina/proteina,
permitindo que uma nova superficie absortiva se forme, aumentando a quantidade
de material agregado.

(i) A interpenetracdo de camadas. Monocamadas de polications poderiam atravessar
a superficie das monocamadas de proteinas, garantindo que cargas opostas estejam
presentes na superficie mais externa, formado filmes LbL por interpenetracdo das

camadas.
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(ili)  E ainda uma terceira causa poderia ser a formacéo de ligacdes de hidrogénio, entre
0S grupos amina da proteina, que podem agir como forca secundaria a atracdo
eletrostatica na formagéo do filme LbL [Stokton e Rubner, 1997].

Os dados de cinética de deposicdo sugerem que a primeira hipotese é plausivel, pois
no item 7.1, as proteinas do latex aderiram sobre os substratos com superficie negativa
(limpos e sem polimeros aderidos), independentemente de estarem positivas ou
negativamente carregadas. A segunda hipdtese poderia explicar a diferenca na absorbancia
dos filmes com PEI e PAH. Se avaliarmos a Figura 12 com os dados de cinética de deposi¢ao
do PEI e PAH, observa-se que ambos os polimeros com 3 minutos de deposi¢do (teste C)
possuem absorbancias equivalentes, nédo justificando a maior deposigdo de material observada
apenas nos filmes LbL com PEI. Porém, moléculas de PEI (MM 250.000 g/mol™) séo
consideravelmente maiores que as moléculas de PAH (MM 56.000 g/mol™) o que poderia
resultar em maior interpenetracdo das camadas poliméricas. Outra explicacdo para esta
diferenca seria a densidade de cargas presente nos polimeros [Elzbieciak et al., 2009] cujos
resultados sugerem ser maior no PEl que no PAH. A terceira hipGtese poderia ser
comprovada detectando as ligagdes de hidrogénio por anélises de FTIR.

- Filmes de proteina do latex desnaturada. Os filmes de PEl/proteina e PAH/proteina em pH

7,4 foram selecionados como os sistemas mais favordveis segundo os dados de crescimento
anteriores, pela melhor linearidade de crescimento. Os filmes de PEl/proteina e PAH/proteina
em pH 7,4 foram refeitos em triplicata até 10 bicamadas e comparados com filmes idénticos,
confeccionados com as proteinas do latex desnaturadas. As proteinas do latex em pH 7,4
foram desnaturadas por aquecimento a 90°C por 10 minutos. Este ensaio foi realizado para
verificar se a proteina do latex, mesmo desnaturada, ainda permite a automontagem de filmes
LbL, pois para realizar os testes bioldgicos propostos sdo necessérios filmes para controle
negativo. A Figura 18 ilustra as absorb&ncias em funcdo do nimero de bicamadas. Os
resultados indicam que é possivel confeccionar filmes com as proteinas do latex desnaturadas,
mantendo o regime de crescimento linear, R2 = 0,990 e 0,968 para PEl e PAH,
respectivamente, similar ao observado nos filmes com proteina in natura (R? = 0,995 e 0,959,
respectivamente, com PEl e PAH). O filme de PAH/proteina desnaturada apresentou
absorbancia maxima de 0,483, levemente maior que no filme de proteina in natura (0,366), e
0 mesmo ocorreu nos filmes com PEI. Nos filmes com PEl/proteina do latex, a maior
absorbéncia foi de 1,317 no estado desnaturada, e 0,947 quando in natura.

A desnaturacdo afeta as ligacfes fracas em uma proteina, principalmente as ligacdes

de hidrogénio, que provoca uma mudanca estrutural na molécula protéica, e,
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consequentemente, a perda da funcdo bioldgica [Nelson e Cox, 2002]. Neste teste utilizamos a
desnaturacdo térmica, embora proteinas também possam ser desnaturadas por pHs extremos,
surfactantes e solventes organicos [Nelson e Cox, 2002]. Como a perda de funcdo de uma
proteina é atribuida impreterivelmente & mudanca de sua forma (ou enovelamento), sem que
haja quebra de ligacBes covalentes, permanecendo entdo com 0s grupos quimicos da proteina
inicial [Nelson e Cox, 2002]. Isto explica porque os filmes LbL com proteinas desnaturadas
permanecem com crescimento idéntico. O fato dos filmes de proteina desnaturada apresentar

maiores absorbancias que com proteina in natura pode néo ser significativo.
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Figura 18: Comparacdo do crescimento de filmes de PElI e PAH com as proteinas de latex in natura e
desnaturadas.

7.2.2 Sistema de latex natural

A Figura 19 descreve a absorbéancia analisada em funcéo do numero de bicamadas
dos filmes LbL do sistema de latex natural confeccionados em triplicata. Novamente, foi
observado que filmes com PEI apresentaram maiores absorbancias que filmes com PAH. A
seguir segue a discussao de cada filme separadamente:

- Filmes de Léatex natural. Filmes LbL de PEIl/Iatex e PAH/latex apresentaram crescimento

linear, com Rz de 0,991 e 0,839, respectivamente. O filme com PAH, inclusive, demonstra
menor deposi¢cdo de material com 10 bicamadas (abs. 0,204 u.a.) que os filmes com PEI (abs.
1,391).
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Figura 19: Acompanhamento da automontagem LbL dos filmes de PAH/HA, PEI/HA, PAH/HA+latex,
PEI/HA+l4tex, PAH/latex e PEI/latex até 10 bicamadas.

- _Filmes de &cido hdmico. Os filmes LbL de PEI/HA e PAH/HA representaram menor

absorbancia que os outros sistemas com ambos os polications (PEI e PAH). O crescimento
destes filmes ocorreu de forma linear, com R2 de 0,999 (absorbancia méxima de 0,584) e
0,972 (absorbancia méxima de 0,147), respectivamente, para os filmes de PEI/HA e
PAH/HA.

- Filmes de Lé&tex natural e HA. Filmes LbL de PEI/HA+latex e PAH/HA+latex obtiveram

crescimento linear, respectivamente R? = 0,996 e 0,990. Houve elevagéo na linearidade dos
filmes quando comparado com resultados dos filmes formados apenas com HA ou latex. As
absorbancias detectadas nos filmes de com HA+latex (1,173, com PEI e 0,1925, com PAH)
foram medianas as encontradas nos filmes confeccionados apenas com latex ou &cido hdmico.
Por esse resultado observa-se que o latex absorve mais no espectro do visivel que o HA, e que
a associacdo de HA+l4atex ndo resulta em maior absorbancia. Esse resultado € conflitante com
0 observado nos testes de cinética de deposi¢do das solugdes de HA, latex e HA+Iatex

(Figura 13) cuja deposicéo foi maior para a solugdo de HA+latex (teste B).

7.2.3 Sistema de heparina

Filmes de PEI/Heparina (Figura 20), confeccionados em triplicata, apresentaram
crescimento discreto usando tempos de deposicdo de 3-3 minutos. Ao contrario dos filmes
anteriormente estudados, o filme de PEl/heparina apresentou em 10 bicamadas um
crescimento mais proximo do regime exponencial (R2=0,981) que linear (R2=0,976).
Entretanto, como esta diferenga é minima, possivelmente o crescimento exponencial
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observado ndo implique em graves alteragBes nas caracteristicas estruturais dos filmes com
heparina como apresentado na revisdo bibliogréfica. Isso serd confirmado pelas outras
caracterizagbes fisicas descritas ao longo deste trabalho. Os filmes de PEl/heparina
confeccionados por Mao [2005] apresentavam crescimento linear. A diferenca entre o filme
PEl/heparina deste trabalho e o publicado anteriormente possivelmente se deva aos tempos de
deposicao aplicados. Os tempos utilizados por Mao foram de 20 minutos por camada, e nos
utilizamos os resultados do estudo de cinética que comprovou a deposicdo da heparina ndo
varia com o tempo.

Filmes PEl/heparina+bFGF (Figura 20) foram confeccionados em triplicata até 10bc
usando os mesmos tempos adotados para PEI/heparina. O estudo de cinética ndo foi realizado
para a mistura heparina+bFGF devido a racionamento do reagente bFGF. Mesmo sem
averiguar a cinética, foi possivel a automontagem do filme que apresentou regime de

crescimento claramente exponencial (R2:0,995).
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Figura 20: Acompanhamento da automontagem LbL dos filmes de PEI/heparina e PEIl/heparina+bFGF até 10
bicamadas.

Com o0 estudo do crescimento comprovou-se que os filmes propostos séo
“automontaveis” e apresentam crescimento linear, com excecdo dos filmes do sistema de
heparina cujos crescimentos poderiam ser classificados como exponencial. A seguir
compararemos os filmes LbL confeccionados de duas formas: (i) em fungdo da quantidade de
material depositado; e (ii) em funcéo da linearidade observada.

0] Comparacgdo pela quantidade de material. A Figura 21 ilustra as absorbancias

detectadas na 102 bicamada em todos os filmes feitos. Observa-se que, dentro de um
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mesmo sistema, todos os filmes confeccionados com PEI possuem mais material
depositado que os filmes com PAH. Esta comparagdo direta pode ser realizada devido
ao estudo de cinética (Figura 12) que demonstrou que os polications possuem
absorbéancias equivalentes com tempos de imerséo de 3 minutos. Comparando os filmes
entre os diferentes sistemas, observa-se que as maiores quantidades de material foram
agregadas nos filmes PEl/latex, PEI/HA+latex, respectivamente. As menores
quantidades de absorbéancia foram detectadas nos filmes PAH/HA, PAH/HA+latex e
PEl/heparina. E interessante observar que em ambos 0s grupos, tanto com PEI quanto
com PAH, as absorbéancias apresentadas nos filmes de Latex, HA+latex e HA estejam
na mesma ordem decrescente de intensidades. Entretanto, todas estas comparaces nao
estdo livres de ressalvas, pois os polieletrélitos empregados, apesar de absorverem na

mesma regido do espectro (de 200 a 250 nm), podem absorver a luz com intensidades

diferentes.
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Figura 21: Comparacédo das absorbancias detectadas na 10 bicamada nos filmes LbL confeccionados.

(ii)

Comparacédo pelas linearidades. As linearidades obtidas nos filmes em R2 foram
dispostas na Tabela 5 em ordem decrescente, assim como 0s respectivos dados de
absorbancia. Observa-se que ndo ha clara relagcdo entre a linearidade e a absorbancia
detectada. Os melhores filmes, ou seja, que apresentaram comportamento mais linear
foram PEI/HA e PEI/HA+latex, e os de menor linearidade foram os filmes
PAH/proteina (in natura e desnaturada). A Tabela 5 mostra os dados de crescimento

dos filmes de proteina apresentados na Figura 18.

73



Resultados e Discussoes dos Ensaios Fisicos

Tabela 5: Linearidades dos filmes LbL confeccionados.

Filme LbL Linearidade* Abs. (u.a.) na 10?
(Ry» bicamada
PEI/HA 0,999 0,584
PEI/HA+latex 0,996 1,173
PEl/proteina in natura 0,995 0,947
PEl/heparina+bFGF 0,995 0,274
PEI/14tex 0,991 1,391
PEl/proteina desnaturada 0,990 1,317
PAH/HA+latex 0,990 0,192
PEl/heparina 0,981 0,176
PAH/HA 0,972 0,147
PAH/proteina desnaturada 0,968 0,483
PAH/proteina in natura 0,959 0,366
PAH/latex 0,839 0,204

* Rz dos filmes com heparina foram obtidos com ajuste polinomial e ndo linear.
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7.3 Ensaio de degradacéo

Os filmes propostos foram automontados em triplicata sobre substratos de quartzo e
imersos em 1,5 mL de solugdo PBS. As amostras acondicionadas em placa de cultura celular
de 24 pocos foram mantidas em estufa a 37°C e foram periodicamente analisadas por UV-vis.
O teste de degradacdo teve duragdo de 21 dias para acompanhar os filmes pelo mesmo
periodo do ensaio de MTT. Os periodos de tempo identificados com indices negativos (-5 a -
1) nos graficos a seguir, referem-se a absorbancia obtida durante o processo de construcdo dos
filmes LbL. O periodo de tempo 0 indica a absorbéncia obtida antes de iniciar o ensaio de
degradacéo, pois os filmes ndo foram imediatamente analisados depois da confecgéo. Os
gréficos deste item também trazem as absorbancias obtidas em um substrato limpo de quartzo
que foi incubado em solucdo PBS para detectar possiveis interferéncias nas determinagdes das
amostras. Considerando as informagdes acima e para facilitar a discussdo dos resultados, os

dados de degradagéo foram agrupados em seus devidos sistemas.

7.3.1 Sistema de proteinas do latex

A Figura 22 ilustra as absorbancias obtidas nas amostras em fungdo dos dias de
incubacdo. Nota-se crescimento andmalo no filme entre os pontos -1 e 0 (dias) nos filmes
PEl/proteina e PAH/proteina, com intensidades de absorbancia equivalente a deposicdo de
uma bicamada. Observa-se, também que no periodo correspondente ao ensaio de degradacéo
propriamente dito, houve queda inicial na quantidade de material nos dois primeiros dias do
teste. Apos esta queda inicial, a absorbancia elevou-se tanto em PEl/proteina (de 0,629 para
1,652) quanto em PAH/proteina (de 0,628 para 1,203), atingindo é&pice no 8° dia de ensaio.
Pela Figura 22 verifica-se que apesar dos filmes com PEI possuirem mais material que os
filmes com PAH, ambos comportam-se similarmente em meio aquoso, chegando a igualar
suas intensidades no 14° dia em diante. Ambos os filmes testados ndo atingiram o valor inicial
de absorbancia em 21 dias, concluindo que os filmes de proteinas do latex ndo se degradam
totalmente durante o periodo avaliado.

O substrato de quartzo adsorveu solucdo PBS, que foi detectada em 200 nm. A solucéo
de PBS apresentou elevacdo discreta na absorbancia do tempo zero ao 10° dia de incubagao
(de 0,065 para 0,140), que foi o periodo maximo avaliado até 0 momento de entrega desta
dissertagdo. Atribui-se o aumento das absorbancias dos filmes a incorporacéo de PBS em sua

estrutura.
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Figura 22: Degradagdo de filmes PEI/proteina e PAH/proteina em fungdo do tempo de incubagdo PBS a 37°C,
absorbancia detectada em PBS também é mostrada.

Explicando mais detalhadamente o processo de degradagdo observado, sabe-se que
ambientes altamente i6nicos podem provocar o desaparecimento de interagOes eletrostaticas e
ligacbes de hidrogénio pela mudanca de pH, desconstruindo os filmes automontados
[Serizawa et al., 2006]. Wood et al., [2005] acompanhou a desconstru¢cdo de filmes
poliméricos por elipsometria e também observou que filmes LbL aumentam de espessura, SO
apresentando reducdo na espessura apds a saturacdo do inchamento. Esse aumento na
espessura foi atribuido ao balango entre processos de hidrdlise e o inchamento do material
seco, processo que precede a degradacdo dominada apenas por hidrolise [Wood et al., 2005].
Acredita-se que a degradagdo dos filmes LbL deste sistema iniciou com uma desconstrucéo
parcial das ligagdes de hidrogénio que reestruturou o filme permitindo, ou acelerando, a
difuséo de PBS para dentro do filme, levando ao inchamento do material. Ap6s o inchamento,
0 processo seguiu por hidrolise que degradou as moléculas que compde o filme de proteinas.
Monocamadas de PEI usadas como filme base para automontagem LbL foi descrito como

estavel por mais de 200 dias em meio aquoso [Wood et al., 2005].

7.3.2 Sistema de latex natural

A Figura 23 apresenta 0s resultados do ensaio de degradacdo em funcdo do tempo
para os filmes do sistema de latex natural com PEI (& esquerda) e PAH (& direita). Filmes
com PEI (PEI/HA, PEI/HA+latex e PEI/L&tex) apresentaram 0 mesmo crescimento andmalo
observado no sistema de proteinas no latex, com elevacdo da absorbancia entre os tempos de
-1 a 0 dias. N&o sabemos qual a causa do crescimento andmalo nos filmes dos sistemas latex e

proteinas, mas especula-se tratar de adsorcéo de moléculas de 4gua da atmosfera.

76



Resultados e Discussoes dos Ensaios Fisicos

No inicio deste ensaio os filmes do sistema de latex ndo apresentaram reducédo
acentuada nas absorbancias, como observado no sistema anterior. Porém, novamente
observou-se elevagdo nas absorbancias ap6s 2 dias de incubacdo com &pice no 10° dia de
ensaio. Aparentemente dois dias é o periodo necessario para iniciar os processos de difuséo
nos filmes do sistema de latex, mesmo sem apresentarem a queda inicial vista nos filmes com
proteinas. Do 10° ao 16° dia os filmes apresentaram queda nas absorbancias, que se
mantiveram estaveis até o 21° dia. Este comportamento foi observado na maioria dos filmes
deste sistema, porém houve exce¢des, pois a degradacdo ocorreu diferentemente nos filmes
com PEl e PAH.
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Figura 23: Degradagdo de filmes PEI/HA, PAH/HA, PAH/HA+latex, PEI/HA+latex, PAH/Latex, PEI/Latex em
funcdo do tempo de incubagdo PBS a 37°C, absorbancia detectada em PBS também é mostrada.

O filme PEI/HA apresentou durante todo o ensaio valores estavel de absorbancia, com
discreta elevagdo na quantidade de material no 2° dia e discreta diminui¢do no 16° dia, mas
manteve absorbancias constantes nesse interim (0,889 + 0,042). Os outros filmes com PEI se
comportaram como descrito anteriormente, porém apresentando absorbancias méximas (em
10 dias) e minimas (em 16 dias) com intensidades diferentes. Filme PEI/latex apresentou
absorbancias maximas de 3,362 e minimas de 2,211, enquanto que PEI/HA+latex apresentou
2,471 e 1,754, para 0s mesmos periodos.

Os filmes com PAH apresentaram absorbancias méaximas com intensidades diferentes
(PAH/HA 0,863; PAH/HA+latex 1,073; e PAH/Latex 1,251), mas ap6s o 16° os filmes se

igualaram (0,468 u.a *

0,031). As diferengas entre esses filmes com PEIl e PAH
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possivelmente se devem as quantidades iniciais de material em cada filme, que variam mais
nos filmes com PEI que nos com PAH. Observou-se também algumas similaridades, pois 0s
filmes com PEI e PAH apresentaram picos de absorbancia decrescentes quando automontados
com Latex, HA+latex e HA, respectivamente. Importante ressaltar que o sistema de latex

natural apresentou maior inchamento dois dias depois que o sistema de proteinas do latex.

7.3.3 Sistema de heparina

A degradacéo em meio aquoso dos filmes PEl/heparina sodica e PEl/heparina+bFGF em
funcdo do tempo é apresentada na Figura 24. Os dados de absorbancia adquiridos foram
inferiores aos demais sistemas estudados, e seu comportamento apresentaram algumas
singularidades. Nos filmes PEI/heparina, ndo foi identificado crescimento anémalo entre os
tempos de -1 a 0, como nos outros filmes. A absorbancia se manteve estavel no periodo de -1
ao 2° dia de ensaio, apresentando elevacdo com &pice no 8° dia (de 0,365 para 1,061) seguido
de queda até o 21° dia. O filme PEIl/heparina ndo apresentou estabilizacdo distinta entre o0 16°
e 0 21° dia, sugerindo que esta etapa do processo de degradacdo seja mais severa para este
filme de sacarideo.

Os filmes PEl/heparina+bFGF (Figura 24), cujos testes ainda ndo foram concluidos,
apresentaram no periodo total de 10 dias de avaliagdo comportamento muito diferente de
PEl/heparina. Primeiramente, observa-se que apesar de PEl/heparina+bFGF apresentar
absorbancias maiores durante o crescimento do filme, o aumento durante a degradacéo foi
menor. A absorbancia apresentou discreta elevagdo no 3° dia, mas no geral ocorreu
estabilidade (0,310 +0,023) de zero ao 6° dia, seguido de elevacdo discreta até o 10° dia. Os
resultado indicam que o processo de degradacdo de PEl/heparina+tbFGF é diferente de
PEIl/heparina.
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Figura 24: Degradagdo de filmes PEI/heparina e PEI/heparina+bFGF em funcéo do tempo de incubagdo em
PBS a 37°C, absorbancia detectada em PBS também é mostrada.

O filme PEl/heparina+bFGF foi o Unico que ndo reagiu ao periodo de 2 dias de incubagéo
e também ndo apresentou inchamento identificavel em 10 dias. Ambos os filmes deste sistema
foram previamente estudados por Mao et al. [2005], que analisou o decaimento na
concentracdo de cada constituinte dos filmes LbL separadamente. Mao observou que a
concentracdo de heparina mantém-se praticamente estavel no filme PEl/heparina, enquanto
que complexo Heparina+aFGF decaem mais rapidamente no filme PEl/heparina+aFGF. Ele
detectou taxas de decaimento de 10% para heparina e 55% para Heparina+aFGF, atribuindo
este resultado a uma menor interagio entre o complexo Heparina+aFGF e o PEI. E importante
ressaltar que a metodologia empregada por ele usou fluoréforos ligados ao FC e a heparina,
algo que pode influenciar na cinética e nas forcas de interagdo que formam os filmes LbL.

Com base nos resultados, acredita-se que a degradacdo dos filmes do sistema de heparina
se processa da seguinte maneira:

0] Filmes PEl/heparina degradam-se inicialmente apresentando estabilidade na

quantidade de material até o 2° dia em meio PBS. Seguem com o inchamento do
material, apresentando saturagéo entre o 8-10° dia, e progredindo com degradagdo que
ndo foi completa no periodo avaliado.

(i) Filmes PEl/heparina+tbFGFE possivelmente degradem conforme esquematizado na

Figura 25. Ocorre uma estabilizagdo inicial com leve aumento nas absorbéncias dos
filmes até o 6° dia de ensaio. Esta estabilizacdo, provavelmente provocada pelo
equilibrio entre as difusdes do complexo heparina+bFGF para fora do filme, e, de PBS

para dentro do filme. Os filmes, entdo sofrem inchamento (do 8° ao 21° dia)
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provocado pelo desequilibrio entre os processos de difusdo. O desequilibrio seria
causado pela perda de heparina+bFGF para o meio, deixando o filme mais parecido
como um gel rico em PEI e inchado com PBS. Esta idéia colabora com a estabilidade
reportada para filmes de PEI por Wood et al. [2005].

6 dias 21 dias Apenas
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Figura 25: Esquematizacéo do processo de degradagdo do filme PEI/Heparina+bFGF, considerando o modelo
de trés zonas.

O filme PEl/heparina+tbFGF apresentou crescimento exponencial, este modelo de
crescimento foi anteriormente esquematizado na Figura 1. Com base nesta figura, acredita-se
que a degradagédo do filme exponencial PEl/heparina+bFGF ocorreria pelo processo inverso
ao de crescimento. Havendo durante a desconstrucdo do filme, um aumento da zona de
difusdo (I1) que induziria a desestruturacdo da zona Il do filme (Figura 25). Em outras
palavras, em meio aquoso a zona Ill permitiria a “entrada” de liquido do meio, e
consequentemente a saida de moléculas do filme. No caso, o complexo heparina+bFGF, se
considerarmos o observado em filmes similares estudados por Mao et al. [2005].

Na Figura 25 a absorbancia foi linearmente separada em bicamadas para facilitar a
visualizacdo, e todos os filmes esquematizados seguem proporcionalmente as absorbancias
detectadas. A absorbancia discriminada no filme “6 dias em PBS”, é a média dos valores

detectados entre os dias 0 e 6, porém, o filme “21 dias em PBS” ilustra valores detectados
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apenas no dia indicado. Para inferirmos a taxa de decaimento de heparina+bFGF nos filmes
estudados com base na Figura 25, teriamos que considerar uma difusdo em equilibrio, e que o
filme em 6 dias absorveu uma “camada” de PBS (abs. 0,140). Desta forma, poderiamos dizer
que o filme PEl/heparina+tbFGF perdeu, com 6 dias em meio aquoso, quantidade de
heparina+bFGF similar a 4bc do filme original, algo proximo a 40% do material. Obviamente

estas conjecturas ainda carecem de mais dados para comprovagao experimental.
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7.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR

Foram realizadas andlises de FTIR apenas para alguns filmes do sistema de latex
natural (PEl/latex, PAH/latex, PEI/HA+latex e PAH/HA+Iatex) e os padrdes castings das
solucdes utilizadas. Os espectros de cada casting e seu respectivo filme LbL foram agrupados
em um mesmo gréfico. Nos gréficos, os espectros apresentam picos cuja localizacdo e
atribuicdo em nimeros de onda (cm™) foram identificadas pela literatura. As identificacdes e
dos picos estéo representadas nos graficos pelo os nimeros de onda (cm™) identificados em
nossas analises. Com o intuito de facilitar o entendimento, descreveremos separadamente 0s
espectros dos padrdes e das amostras. Tentativas de analisar os sistemas de proteina do latex e
heparina por FTIR foram frustrados pela baixa resposta destas solu¢des ao infravermelho.

Novas tentativas talvez funcionem se realizadas com filmes contendo mais de 20 bicamadas.

7.4.1 Padrdes das solugdes (castings)

- Polietilenimina — PEI. Possui como principais grupos o CHz, NH e NHs+ [Yang et al., 2006]

estruturalmente distribuidos conforme a Figura 26a. O grupo CH, apresentou vibracgao
assimétrica em 2929 cm™ (identificada na literatura em 2952 cm™), simétrica em 2849 cm™
(descrito em 2862 cm™), e deformagcéo angular fora do plano em 1455 cm™ (descrito em 1453
cm™). Os grupos NH (NH e NH;") apresentaram pico de deflexdo em 1583 cm™ (descrito em
1585 cm™), e ha também a presenca do grupo C-N observado em 1157 cm™ (descrito em
1122 cm'l) [Yang et al., 2006; Silverstein et al., 2007].

- Cloridrato de polialilamina — PAH. Apresentou o pico em 2957 cm™ atribuido ao

estiramento simétrico e assimétrico do grupo NH (descrito em 2950 cm™). Assim como 0s
picos 1604 cm™ (descrito em 1608 cm-1) e 1511 cm™ (descrito em 1510 cm™) ambos
referentes & deformacdo angular da ligacdo N-H [Crespilho et al., 2005]. A formula estrutural
da unidade repetitiva do PAH esta representada na Figura 26b.

- Léatex natural. Material formado principalmente de poli-cis-1,4-isopreno (cuja estrutura foi
previamente apresentada na Figura 2) e proteinas, tm como principais grupos quimicos
C=CH, C=C, CHs e CH,. Os picos 3037, 2962 e 2857 cm? (descritos na literatura em 3035,
2962 e 2850 cm™) foram atribuidos, respectivamente, a deformagdo axial do =CH; e a
deformacdo axial assimétrica e angular do CHs;. O grupo CH; também possui deformagéo
angular adicional no pico 1375 cm™. O grupo CH, apresentou deformagao angular em 1448

cm™ (descrito na literatura em regiso 1445-1450 cm™). E o grupo C=C foi representado pelo
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pico 1662 cm™ (descrito em 1664 cm™) [Preedep et al., 2006; Galiani et al., 2007; Healey et
al., 1995].

—F (CH,-cH) F—
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Figura 26: Formula estrutural do a) PEI e b) PAH. Fontes: Elzbieciak et al., 2009;
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ e http://www.polysciences.com/Catalog

- Acido hiimico. E constituinte da matéria organica do solo e, portanto a sua composicao pode

variar de acordo com a regido de extracdo [Dupuy e Douay, 2001]. Sua forma molecular é
complexa e varidvel, todos os compostos organicos do acido himico foram revisados por
Schulten e Schnitzer [1998], mas ndo é interessante expd-los neste trabalho. Como principais
grupos quimicos identificam-se o —CH, C=C, CH, CHjs, C-O e OH. A ligacdo —CH alifatico
esta presente nos picos 2917 e 2848 cm™ (descritos na literatura na regido 2930-2850 cm™). O
grupo C=C ligado ao radical COOH foi identificado em 1608 cm™, embora seja originalmente
identificado em 1650 cm™ na literatura. Os grupos CH, ou CHs apareceram como deformacéo
angular em 1459 cm™ (descrito em 1460 cm™). E os grupos C-O e OH do 4cido carboxilico,
fracamente identificados no pico 1274 cm™, séo descritos na literatura na regido de 1200-1230
cm™, com pico adicional do C-O em 1150-1170 cm™ que ndo foi observado [Crespilho et al.,
2005; Dupuy e Douay, 2001; Li et al., 2003 ; Pérez et al., 2004 ; Castaldi et al., 2005].

- Solucdo de HA+l4tex. A solugéo 1:1 de acido himico (0,5 g.L™) e latex natural (2,5uL.mL’

1) foi também analisada por FTIR e o espectro obtido é apresentado na Figura 27 junto com o
das solucdes precursoras. O grafico apresenta picos identificados na literatura para HA e latex
natural. Tendo as linhas pontilhadas como guias para comparagdo entre os diferentes
espectros, observa-se que 0s picos das solugbes precursoras permanecem na solucdo
HA+l4tex. A Gnica excecdo foi o pico 1274 cm™ (grupos C-O e OH) do HA que era
fracamente identificado e ndo aparece na solucéo HA+latex.

Observa-se que o espectro da solucdo HA+latex (Figura 27) é idéntico ao espectro da
solugéo de latex sozinha, porém a regido 1750-2250 cm™ (érea em destaque) é caracteristica
da solucdo de acido hdmico. O pico 1618 cm™ (4rea menor em destaque) apresenta

claramente elementos das duas solucBes precursoras: pico lago 1608 cm™ (C=C ligado a
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COOH) pertencente a0 HA com “ombro” pertencente ao pico 1662 cm™ (C=C) do latex
natural. Por essas informagdes conclui-se que a solugdo HA+latex trata-se de simples mistura,

pois ndo h4 evidéncias de reacdes entre 0s seus componentes.

Acido Himico
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Figura 27: Espectros de FTIR solugdo de HA+latex com os picos identificados conforme descritos na literatura.

7.4.2 Sistema de latex natural

- Filme PEI/latex. O espectro do filme PEI/latex (Figura 28) apresenta pico em 3032 cm™ que

pode ser atribuido ao pico 3037 cm™ (=CH) do latex natural. Apresenta pico 2959 cm™
atribuido a um deslocamento do pico 2962 cm™ (-CHs) do latex. O pico em 2915 cm™,
também presente no latex, mas pode ser atribuido a um deslocamento do pico 2929 cm™
(CH,) do PEI. O filme de PEI/Iatex também apresenta pico em 2850 cm™, na mesma regio
que 0s picos 2857 cm™ (CHs) do latex natural e 2849 cm™ (CH,) do PEI, podendo ser
atribuido a ambos. O pico 1446 cm™ se apresenta na regi&o dos picos 1448 e 1455 cm™ do
grupo CH, pertencente ao latex e PEI, respectivamente. O filme também apresenta vibracéo
em 1377 cm™ pertencente & deformacéo angular do CHz (em 1375 cm™) do latex. O grupo
—CN (1157 cm™) do PEI est4 ausente no filme PEl/latex talvez pela baixa intensidade deste
pico. O grupo —-NH (1583 cm™) do PE| possivelmente esta presente no filme LbL na forma de
“ombro” no pico 1658 sobreposto pelo grupo C=C (1662 cm™) do latex. E por Gltimo o pico
835 cm™ pertencente & deformagdo angular do C=CH do latex natural, aparece na mesma

regido.
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Figura 28: Espectros de FTIR do filme de PEI/Latex com os picos identificados conforme descritos na
literatura.

- Filme PAH/latex. O filme PAH/latex (Figura 29) manteve inalterado o pico 3037 cm™

(=CH) do latex, e apresentou o pico 2956 cm™ na mesma regido de 2962 cm™ (CHs) do latex e
2957 cm™ (NH3) do PAH. O pico 2847 cm™ presente neste filme é provavelmente um
deslocamento do pico 2857 cm™ (CHs) do latex. O pico 1640 cm™ situa-se na mesma regio
do pico 1662 cm™ (C=C) do latex e talvez possa ser atribuido ao deslocamento do pico 1604
cm? (-NH) do PAH. O filme de PAH/latex também apresentou picos 1445, 1375 e 835 cm?,
referentes aos grupos CH, (1448 cm™), CHs (1375 cm™) e C=CH (836 cm™) do l4tex natural.
Hé auséncia apenas do pico 1406 cm™ referente & deformagéo angular do grupo -NH do PAH,

possivelmente provocado pela baixa intensidade do espectro do PAH.

— N PAH

14067 1604
1510
2957

Latex Natural

——~
836 1662 3037
1375 ;
1448 2857

PAH/latex

1005

T T T T T T T T T T 1
1000 1500 2000 2500 3000 3500
NGmero de ondas (cm™)

Figura 29: Espectros de FTIR do filme de PAH/Latex com os picos identificados conforme descritos na
literatura.
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- Filme PEI/HA+l4tex. No filme de PEI/HA+latex (Figura 30) o grupo =CH (3031 cm™) é

quase imperceptivel, mas o pico 2955 cm™ atribuido ao grupo —CHs; (2962 cm™) esta
presente, ambos originarios da solugdo HA+latex. O pico em 2910 cm™ pode ser atribuido ao
grupo —CH (2913 cm™) do HA+l4tex. Outro pico 2849 cm™ esta na mesma regido dos grupos
—CH e -CHs (2850 cm™) do HA+latex e —CH, (2849 cm™) do PEI. A amostra também
apresentou um pico largo em 1623 cm™, situado na regido dos grupos C=C (1618 cm™) do
HA+l4tex e -NH (1583 cm™) do PEI. Note que o formato do pico 1623 cm™ ndo apresenta o
mesmo “ombro” visivel no pico 1618 cm™ do HA+latex. O grupo —CH, também foi detectado
no filme PEI/HA+Iatex em 1456 cm™, na mesma regido (1448 cm™) do HA+latex e (1583 cm’
) do PEL O filme de PEI/HA+l4atex também apresentou o grupo C=CH (833 cm™) do

HA+latex deslocado para 845 cm™.

/’Vv\(\m 1455
1157 2849 \//\/\

2929

HA+latex

15
7 POV ‘
833 i 3031

1375 1618
1448

2850 2959
PEI/HA+latex 2913;

7

ﬂw/\\/*\
845 1177
1372 1823

1456 2849 2910

T T T T T 1
1000 1500 2000 2500 3000 3500

Ntmero de ondas (cm™)

Figura 30: Espectros de FTIR do filme de PEI/HA+Latex com os picos identificados conforme descritos na
literatura.

- Filme PAH/HA+latex. O filme de PAH/HA+latex (Figura 31) apresenta pico 3031 cm™
(grupo =CH do HA+l4tex), e pico 2957 cm™ (grupos -CHs e NH3z do PAH). O pico 2913 cm™
(-CH) do HA+latex aparece no filme em 1914 cm™, assim como o pico 2850 cm™ (-CH; e

—CH) aparece deslocado para 2853 cm™. A amostra também apresentou um pico discreto em
1657 cm™ na mesma regifo dos grupos C=C (1618 cm™) e -NH (1604 cm™) oriundos das
solugdes HA+latex e PAH, respectivamente. O grupo —CH, foi detectado em 1447 cm™, na
regido 1448 cm™ da solucdo HA+latex. Este filme LbL também apresentou os grupos CHs
(1375 cm™) e C=CH (833 cm™) do HA+latex, respectivamente deslocados para 1377 cm™ e
830 cm™.
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Os filmes automontados apresentam espectros muito similares a solucdo do latex
sozinha, aparentemente a intensidade do latex é superior aos outros materiais usados.
Entretanto, as solucBes utilizadas apresentarem grupos quimicos, (mesmo que diferentes) nas
mesmas regides do espectro o que impossibilita distinguir, no filme, a procedéncia real desta
vibragdo. Porém, observa-se que 0s grupos mais importantes das solucbes precursoras
mantém-se no filme ap6s a sua confeccdo, confirmando que as suas moléculas estdo presentes

nos filmes LbL confeccionados.

PAH

A~
6 16;Z_——-——-_-——_——-_——-~"“\\\\-__J”,/”‘*“
1510

‘ 2957

HA+latex

140
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833 3031
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830 1377
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Figura 31: Espectros de FTIR do filme de PAH/HA+Latex com os picos identificados conforme descritos na
literatura.
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7.5 Microscopia de Forga Atdomica - AFM

Ensaios foram realizados em filmes com 5 e 15 bicamadas (bc) dos sistemas de
proteina do latex, ltex natural e heparina. A topografia dos filmes foi estudada em éarea de 10
um? e para as amostras menos rugosas, imagens de 2 um? também foram obtidas. A anélise de
AFM foi feita com cantilever de silicio, com varredura de contato intermitente (tipping
mode). Os dados de rugosidade média (Root-mean square — Rms) foram obtidos pelo
programa computacional (Nanoscope Ill) do aparelho de AFM da Digital Instruments, e as
imagens em programa computacional livre, Gwyddion (verséo 2.16).

Um substrato de mica sem filme foi analisado para determinar a topografia e
rugosidade original, permitindo assim sua comparagcdo com as amostras confeccionadas. A
superficie do substrato (Figura 32) apresentou rugosidades de 73,1 nm em varredura de 10
pum2 e Rms de 11,9 nm com aumento de 2umz2. As demais imagens apresentadas nesta secéo
seguirdo 0 mesmo modelo da Figura 32, ou seja, as imagens com maior ampliagdo serdo

mostradas em 3D e as demais em imagens planas.

116 nm

14 nm

0nm

¥ 2,0 pm

v 2,0 pm

>
10X10 pm

Figura 32: Imagens de AFM de substrato de mica, sem filme mostrando areas de 10um? (escala de 4um.) e

0nm

2umz,

7.5.1 Sistema de proteinas do latex

A Figura 33 apresenta as imagens de AFM com varredura em 10um? para os filmes
PEl/proteina do latex nos pH 3,0; 7,4 e 9,0. O filme PEl/proteina em pH 3,0 apresentou
rugosidades de 6,8 e 2,8 nm para 5bc e 15b e pelas imagens fica evidente que o filme com
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15bc possui topografia mais uniforme que o filme com 5bc. Houve reducdo nas
irregularidades da superficie com o aumento no nimero de camadas. Entretanto o filme
PEl/proteina em pH 7,4 apresentou rugosidades de 7,6 nm para 5bc e 15bc, ou seja a
rugosidade se manteve inalterada com o aumento do nimero de bicamadas. Pela Figura 33 é
possivel identificar em ambas as imagens em pH 7,4 poucas estruturas claras com maior
elevacdo no eixo Z (méaximo de 96 nm) e cerca de 1 um de dimensdo. No filme PEl/proteina
em pH 9,0 os indices de Rms mudaram de 4,4 nm em 5bc para 8,2 nm em 15bc um, havendo,

portanto, uma elevacdo na rugosidade da superficie com o aumento do nimero de bicamadas.

59 nm 34.5nm
Onm 0.0nm

96 nm 138 nm
0nm 0nm
46 nm 051 um
0nm 0,00 pm

5bc 15 be

Figura 33: Imagens de AFM de filmes PEI/proteina do latex em pH 3,0; 7,4 € 9,0 com 5 e 15 bicamadas. Escala
de 3 e 4um.

As imagens com 2 pum? (Figura 34) exemplificam melhor a diferenga na topografia

dos filmes PEl/proteina nos varios pHs. Observa-se reducdo dos valores no eixo Z nos filmes
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em pH 3,0 (de 22,0 para 7,3nm), estabilidade em pH 7,4 (de 23,0 para 25,0 nm) e elevacédo
em pH 9,0, apesar das estruturas vistas em 5bc (altura 36,0 nm) ndo permitirem uma
comprovagdo numérica. O filme PEl/proteina em pH 9,0 com 15bc apresentou topografia
similar aos filmes em pH 7,4.

pH 3,0
y: 2,0 pm y: 2,0 pm
pH 7’4 23nm 25 nm
0nm x: 2,0 pm 0nm
y: 2,0 pm y: 2,0 pm
36 21
pH 9,0 nm nm
x: 2,0 ym 0nm 0nm
J y: 2,0 pm y: 2,0 pm
5 bc 15 be

Figura 34: Imagens de AFM de filmes PEI/proteina do latex em pH 3,0; 7,4 € 9,0 com 5 e 15 bicamadas. Escala
de 4pm.

Para os filmes de proteinas do latex confeccionados com PAH a topografia
apresentou-se diferente da observada anteriormente. A Figura 35 apresenta imagens da
superficie uniforme dos filmes PAH/proteina em pH 3,0 com Rms de 3,7 € 5,0 nm para 5bc e
15bc, respectivamente. Apenas poucas estruturas foram detectadas com a elevagcdo maxima de
62 nm na imagem de 15bc, e foi possivel constatar a discreta eleva¢do na rugosidade com
mais bicamadas. O sistema em pH 7,4 apresenta topografias com baixa rugosidade, com Rms
de 5,3 e 8,7 nm para 5bc e 15bc, respectivamente. Observa-se que a superficie do filme com
5bc é uniforme e lisa por varios micrémetros, apresentando pontos dispersos com elevagao
(eixo Z) inferior a 50 nm. Com o aumento do nimero de bicamadas a quantidade de pontos
dispersos na superficie se eleva, mas a altura maxima € menor que no filme com 5bc.
Comportamento similar foi apresentado pelos filmes PAH/proteina em pH 9,0 cujos indices

de Rms se elevaram de 4,3 nm em 5bc para 7,2 nm em 15bc.
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239nm 62 nm
pH 3,0
0,0nm Onm
175 nm 156 nm
pH 7,4
0nm 0nm
35,6 nm 103 nm
0,0 nm 0nm

a be

Figura 35: Imagens de AFM de filmes PAH/proteina do latex em pH 3,0; 7,4 e 9,0 com 5 e 15 bicamadas.
Escala de 4pm.

Através da Figura 36 percebe-se a tendéncia dos filmes de proteinas do latex com
PAH em tornarem-se mais rugosos com o aumento do numero de bicamadas. Isso é
claramente perceptivel pela elevagdo nas imagens nos valores do eixo Z de 8,7 para 22,0 nm
(em pH 3,0) e de 8,6 para 36,0 nm (pH 9,0), respectivamente para 5 e 15bc. Nas imagens de
PAH/proteina em pH 7,4 observa-se estruturas maiores em 5bc, com o dobro da altura que em
15bc, porém, essas estruturas sao isoladas e no geral a topografia aparenta ser mais uniforme

com 5bc, concordando com os dados de Rms.
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8,7 nm 22 nm
0,0 nm 0 nm
¥ 2,0 pm
16 nm
0nm
36 nm
0nm
y: 2,0 pm y: 2,0 pm
5 bc 18 bo

Figura 36: Imagens de AFM de filmes PAH/proteina do latex em pH 3,0; 7,4 € 9,0 com 5 e 15 bicamadas.

Apesar da pouca diferenca entre as rugosidades dos filmes de proteinas do latex
automontados com PEI e PAH, ha diferencas topogréficas. Em geral filmes com PEI sdo mais
globulares que os filmes com PAH e apesar da topografia de ambos se alterar com o pH, isso
se processa diferentemente nos filmes com cada polieletrélito. Filmes com PAH elevam a
rugosidade com o nimero de bicamadas em todos os pHs, o que ocorreu com PEI apenas em
pH 9,0; pois em pH 3,0 a rugosidade diminuiu e em pH 7,4 ndo se alterou.

A explicagdo para os comportamentos dos filmes PEl/proteina pode estar na
quantidade de material agregado (vide Figura 17) que varia muito mais que nos filmes com
PAH. A reducdo de Rms vista pH 3,0 possivelmente se relaciona com a baixa quantidade de
material depositado no filme. Observa-se também que em pH 7,4 a quantidade de material foi
a maior, quase o dobro que em pH 9,0. Esses resultados sugerem que a rugosidade dos filmes
PEl/proteina se estabiliza a partir de certa quantidade de material depositado. Isso explicaria
também o porqué apenas o filme com 15bc em pH 9,0 tem topografia idéntica com os filmes
em pH 7,4 (5 e 15bc). Em suma, os filmes do sistema de proteinas do latex contém

irregularidades equiparaveis com a superficie do substrato de mica.
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7.5.2 Sistema de latex natural

Os filmes PEI/HA (Figura 37) apresentaram rugosidades de 25,1 nm para 5bc e 58,3
nm para 15bc. Este aumento nas rugosidades sd se torna visivel pelas imagens da Figura 43
quando se considera as escalas. As imagens do PEI/HA com 5bc mostra grande quantidade de
estruturas, tanto dispersas quando aglomeradas (dimensbes de 2um aproximadamente) com
altura maxima de 273 nm. O filme com 15bc contém estruturas em menor quantidade e mais
dispersas que o filme com 5bc, com dimensdo maior que 1 um, porém com alturas maximas
de 630 nm (na imagem 0,63um). As imagens de 2um? revelam topografias globulares como

as observadas nos filmes PEI/proteina do latex, considerando as devidas proporcdes.

[T 2730m 0,63 um

0nm 0,00pm

82 nm 0,24 pm

Onm . 2,0 pm 0,00 pm

¥ 2,0 pum v. 2,0 pm

¥ 2,0 pm

Figura 37: Imagens de AFM de filmes PEI/HA com 5 e 15 bc. Escala de 4um.

O filme PAH/HA (Figura 38) apresentou Rms de 7,7 e 12,8 nm, respectivamente,
para 5 e 15bc. PAH/HA com 5bc tem superficie homogénea, apresentando estruturas com
elevacdo méxima de 66 nm e dimensdes da ordem de poucas dezenas de nandmetros. O
mesmo filme com 15bc apresentou apenas duas estruturas maiores que 1um (eixo Z maximo
de 291 nm) e estruturas menores homogeneamente dispersas no restante da superficie. Pelas

imagens 3D observa-se que PAH/HA com 15bc parece mais homogéneo que 5bc apesar de
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apresentar estruturas maiores. Puderam-se observar diferengas entre os filmes automontados
com PEI ou PAH com &cido humico; com filmes PAH apresentando menor variacdo na

rugosidade com o aumento do nimero bicamadas que os filmes com PEI.

[T 86 nm [T 291 nm

onm 0nm

X 2,0 pm ¥: 2,0 pm

y: 2,0 pm y: 2,0 pm
Figura 38: Imagens de AFM de filmes PAH/HA com 5 e 15 bc.

Os filmes com latex natural em sua constituicdo (PEI/latex, PEI/HA+Iatex, PAH/latex
e PAH/HA+1atex) apresentaram superficies heterogéneas e por esta razdo varreduras de AFM
com 2 um? ndo foram realizadas, pois ndo retratariam o filme como um todo. A Figura 39
retrata o filme PEI/latex no qual se observou elevagdo na Rms de 120,3 nm (em 5bc) para
256,6 nm (em 15bc). O filme com 5bc apresentou estruturas globulares maiores com
dimensdes aproximadas de 5,0 x 4,0 x 0,6 um, sendo circundadas por estruturas menores que
preenchem as areas préximas. Com 15bc ndo se diferencia areas com estruturas de tamanhos
diferentes como em 5bc, visualizando apenas estruturas globulares com contorno pouco
definido (eixo Z méximo de 1.530 nm).

As caracteristicas apresentadas nos filmes PEIl/latex sofreram muitas alteragdes
quando HA foi adicionado na composicdo do filme. PEI/HA+latex (Figura 40) apresentou
também consideravel elevacdo na rugosidade com o aumento do nimero de bicamadas, com
Rms de 34,2 e 205,9 nm para 5bc e 15bc, respectivamente. Entretanto, a superficie de ambos

os filmes PEI/HA+Iatex com 5 e 15bc apresentam estruturas menores, com contornos melhor
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delimitados que os filmes PEIl/latex. No filme PEI/HA+latex (com 15bc) ha estrutura com
relevo muito maior que foi analisado em um corte transversal, realizado pelo programa

computacional do aparelho, para melhor avaliar a estrutura.

067 um 153 um

0,00 pm

She 15 bc
Figura 39: Imagens de AFM de filmes PEI/latex com 5 e 15 bc. Escala 4um.

0,00 pm

340 nm 1,80 um

4 um 4um

5bc 15 bc
Figura 40: Imagens de AFM de filmes PEI/HA+latex com 5 e 15 bc. Escala 4um.

0,00 ym

A Figura 41 ilustra que o relevo da estrutura encontrada é maior que 1.000 nm
possuindo um formato arredondado. Este resultado é condizente com o tamanho das
particulas de latex (1,5 a 2,5 um) descritos na literatura por Rippel et al. [2005]. Com base
nisso a estrutura em PEI/HA+latex foi identificada como uma particula de latex natural maior
que as demais. Aparentemente, a associacdo de HA e latex permitiu que as particulas se
dispersassem melhor sobre a superficie do filme PEI/HA+latex.
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Figura 41: Andlise da secg¢do transversal de estrutura apresentada no filme PEI/HA+latex. A estrutura
arredondada possui elevacdo superior a 1.000 nm, formada possivelmente por uma particula de latex natural.

O filme de PAH/latex (Figura 42) com 5bc analisado por AFM apresentou particulas
dispersas de forma arredondada com didmetro maior de 3,5um (aproximadamente) e outras
menores com 1um de didmetro. A rugosidade observada para 5bc foi de 32,5 nm com altura
maxima das estruturas de 221 nm. Para 15bc obtivemos Rms de 194,01 mm, com Z=1.510

nm, mas sem que contornos sejam identificados nas estruturas.

[T 2210m 151 um

iii 4um B

5 bc 15 bc
Figura 42: Imagens de AFM de filmes PAH/latex com 5 e 15 bc. Escala 4pum.

0,00 um

A Figura 43, por sua vez, demonstra que o sistema PAH/HA+Iatex apresenta estrutura
com maior elevacdo que os filmes apenas com latex. PAH/HA+Iatex apresentou com 5bc

rugosidades de 71,8 nm e valores maximos no eixo Z=520 nm, ndo apresentando contorno
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nitido das estruturas. No filme com 15bc determinou-se Rms de 151,3 nm e valores m&ximos
similares ao filme com 5bc (Z=840 nm). Percebe-se que houve elevagdo nas rugosidades
quando comparamos respectivamente os filmes com 5 bc de PAH/latex e PAH/HA+latex.
Esta elevacdo, que foi de 39,3 nm (32,5 nm em PAH/latex para 71,81 nm em
PAH/HA+latex); inexiste tanto nos filmes com 15 bc, quanto nos filmes LbL idénticos

automontados com PEI.

[T 052um [[Tos84um

4 um 4 um

{ 3 0,00 pm
5 bc 15 bc
Figura 43: Imagens de AFM de filmes PAH/HA+latex com 5 e 15 bc. Escala 4um.

7.5.3 Sistema de Heparina

Neste sistema foi analisado apenas o filme PEIl/heparina sddica com 5 e 15 bicamadas
(Figura 44) que apresentou topografia muito homogénea. Com rugosidades de 2,2 e 10,1 nm,
para 5 e 15 bc, respectivamente, mantendo uma relagdo quase inalterada com o aumento do
ndmero de bicamadas. No entanto, observa-se que a topografia de ambos os filmes sdo
diferentes, apesar de apresentarem rugosidades menores que o substrato de mica. O filme com
5bc com aumento 2 um?2 apresenta poucas estruturas maiores que 5 nm (no eixo Z), e com
15bc uma topografia mais globular é observada com alturas maximas de 19 nm (no eixo Z).

A topografia observada em PEl/heparina pode ndo se aplicar ao sistema de
PEl/heparina+bFGF, que ndo foi analisado por AFM. Além do AFM, a maioria dos ensaios
fisicos ndo foi realizado para o filme PEl/heparina+bFGF devido ao alto valor do fator de

crescimento bFGF usado, onde demos preferéncia para os testes bioldgicos. Porém Mao et
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al., [2005] reportou que filmes de PEI/heparina+aFGF apresentam rugosidade de 4,5 nm em

filmes com 5bc, resultado comparavel com os dados de PEl/heparina obtidos neste trabalho.

[T 60 nm

0nm

5bc

19 nm

0 nm

¥ 2,0 m
y: 2,0 Um i 2,0 pm

Figura 44: Imagens de AFM de filmes PEI/heparina sédica com 5 e 15 bc. Escala 4pm.

Através destas analises de AFM foi possivel agrupar os filmes confeccionados em
duas categorias: filmes heterogéneos e filmes homogéneos. Os filmes heterogéneos (Figura
45) constituidos de latex e HA+latex, apresentaram maior rugosidade e topografia mais
irregular que as amostras homogéneas (Figura 46) dos filmes apenas com HA, proteinas do
latex e heparina. Observa-se que tanto as amostras homogéneas quanto as heterogéneas tém
suas rugosidades aumentadas em funcdo do nimero de bicamadas. Com Unica excecdo
detectada no sistema PEl/proteina do latex j& discutidas. Pelas analises de AFM conclui-se
que a associacdo de HA aos filmes LbL de latex natural em geral reduz a rugosidade do filme
confeccionado, embora esse efeito variasse nos filmes confeccionados com PEI e PAH.

Foi possivel concluir que diferentes polieletrolitos resultam em topografias diferentes,
0 que pode influenciar diretamente em outras caracteristicas. Filmes automontados com PEI

apresentaram superficies mais globulares que os filmes com PAH. Entretanto, este ensaio ndo
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foi capaz de verificar se esta relagdo (rugosidade x nimero de bicamadas) é uniforme, para

tanto seria necessario analisar mais filmes, ndo apenas com 5 e 15 bicamadas.

300
250
’é‘ 200 % 5bc -
% 150 i 15bc -
E 100
50
0 -
><\"§Q/+ Q,,@J“ \\\%e}“ \\‘&d“ ®\c?’
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Figura 45: Comparagéo da rugosidade média (Rms) entre os filmes heterogéneos.
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Figura 46: Comparagéo da rugosidade média (Rms) entre os filmes homogéneos.

99



Resultados e Discussdes dos Ensaios Fisicos

7.6 Microscopia Eletronica de Varredura—- MEV

As imagens de MEV com aumento de 3.000 vezes foram analisadas por programa
computacional Image Tool (v3.0). Foram analisados filmes com 5 e 15 bc dos sistemas de

proteinas do latex, latex natural e heparina.

7.6.1 Sistema de proteinas do latex

Os filmes com proteina do latex apresentaram-se homogéneos, sem muitas estruturas
visiveis por MEV. Apesar do filme PEl/proteina (Figura 47) ndo apresentar nenhuma
estrutura em sua topografia com 5bc, aparecem estruturas dispersas no filme com 15bc. No
filme PEl/proteina com 15 bc é possivel observar estruturas arredondadas com didmetro
médio de 0,45 pm (+ 0,10).

Mag.= 3.000X |FSC

Sbc IFSC aum — 4pm —
Figura 47: Imagens de PEI/proteina com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 7,5 pm.

Mag.= 3.000X 15bc

O filme PAH/proteina (Figura 48) com 5bc apresentou poucas estruturas (44
unidades) arredondadas de coloragcdo mais clara com diametro médio de 0,24+ 0,11 um. No
filme com 15bc, foi possivel identificar poucas estruturas ovais (31 unidades) com baixo
contraste. Essas estruturas poderiam ser dividas em grandes (diametro médio 1,73+0,33 um) e

pequenas (média 0,58+0,17 um). A constituicdo dessas estruturas é desconhecida.
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Shc IFSC 4ym — 4um —
Figura 48: Imagens de PAH/proteina com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 4 pm.

Mag.= 3.000X |FSC Mag.= 3.000X 15bc

7.6.2 Sistema de latex natural

O filme PEl/latex (Figura 49) com 5bc apresentou topografia heterogénea, com
estruturas de tamanhos e formatos variados. Separando as estruturas em grandes e pequenas,
observa-se que as estruturas menores (diametro médio de 0,94+0,46 um) tende a ter formato
redondo ou oval, enquanto que as estruturas maiores (diametro médio de 5,41+2,42 pm) nao
possuem forma definida. O filme PEI/latex com 15bc apresenta topografia em um todo
rugosa, sem que se identifiquem estruturas com contorno delimitado.

IFSC Mag.= 3.000X 15hc

S5hc IFSC 4pm — 4pm

Figura 49: Imagens de PEI/ldtex com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 4 um.

Mag.= 3.000X

O filme PEI/HA+latex (Figura 50) com 5bc possui superficie similar ao observado no

filme de PEI/latex (5bc), porém com menor quantidade de estruturas. Novamente, nesse filme
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sdo observadas estruturas grandes e pequenas com formato mais arredondado que no filme
anterior. As estruturas maiores de formas variadas com diametro médio de 4,70+2,21 um e as
estruturas menores com formato redondo de didmetro medio 0,93+0,32 pum. No filme
PEI/HA+latex (Figura 50) com 15bc a topografia € similar ao filme PEI/latex com 5bc, com
particulas irregulares de varios tamanhos em maior quantidade. Nao foi possivel determinar
se as estruturas maiores (didmetro médio de 5,53 um +2,90) visiveis sdo formadas por
particulas sobrepostas ou se fazem parte de uma Unica particula. Ha presenca de algumas
estruturas redondas menores (didmetro médio de 0,74 um +0,26), isoladas ou com contornos

delimitados, situadas sobre estruturas maiores.

Mag.= 3.00X 15bc

4pm — 4pm —
Figura 50: Imagens de PEI/HA+latex com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 4 pm.

IFSC

S5bc IFsc Mag.= 3.000X

As imagens para o filme PAH/latex (Figura 51) com 5bc sdo semelhantes ao filme
PEl/latex; ambos possuem estruturas de varios tamanhos. Observa-se que as estruturas
menores (diametro médio de 1,04+0,42 um) tém formato redondo ou oval, enquanto que as
estruturas maiores (diametro médio de 5,64+1,63 um) ndo possuem forma definida embora
algumas sejam arredondadas. Com 15bc, o filme PAH/latex apresentou superficie irregular
com artefatos similares a cavidades, que estdo ausentes no filme PEIl/latex. Os contornos
destas cavidades ou estruturas em baixo relevo tém didmetro médio de 2,02+0,86 pm.

102



Resultados e Discussdes dos Ensaios Fisicos

Mag.= 3.000X 4um

: g )
5be IFSC 4um — —]
Figura 51: Imagens de PAH/I&tex com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 4 um.

IFSC Mag.= 3.000X 15bc

A imagem de PAH/HA+latex (Figura 52) com 5bc possui poucas estruturas esféricas
(34 unidades) de tamanhos variados. As estruturas maiores com diametro médio de 2,78+0,80
um e as estruturas menores com diametro médio de 0,72+0,17 pm. O sistema PAH/HA+latex
com 15bc assemelha-se, em topografia, aos filmes confeccionados apenas com latex,
apresentando também estruturas em baixo relevo e outras com contornos identificaveis
formando uma superficie irregular. Observa-se que os filmes LbL com 5bc confeccionados
com HA+latex possuem estruturas em menor quantidade que os filmes com apenas com latex,

cujos formatos tendem a ser mais esféricos.

5hc IFSC 4um — aum —

Figura 52: Imagens de PAH/HA+latex com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 4 pum.

Mag.= 3.000X

IFSC * Mag.=3000X 15pg
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A imagem de PEI/HA (Figura 53) 5bc apresenta poucas estruturas esféricas
uniformemente dispersas na superficie com diametro médio de 0,34+0,26 um. Com 15bc o
mesmo filme apresentou poucas estruturas esféricas maiores (diametro médio de 0,75+0,24
um); varias estruturas pequenas (diametro médio de 0,23+0,10 um), além de outras estruturas

de tamanho inferior a 0,1 um.

-

5bc IFsC 4um — Mag.= 3.000X IFSC 4um — Mag.= 3.000X 15bc

Figura 53: Imagens de PEI/HA com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escala de 4 pum.

A imagem de PAH/HA 5bc (Figura 54) foi repetida, pois no intuito de obté-la com
alta definicdo usamos feixe de elétrons muito intenso, o que provocou a destruicdo do filme.
A repeticdo da analise foi realizada no mesmo aparelho utilizado nas microscopias de MEV
para adesdo celular (item 8.4). N&o foi detectado nenhuma estrutura ou irregularidades na
topografia deste filme com 5 bc. No entanto, a imagem do filme PAH/HA com 15bc (Figura
54) apresentou estruturas ovais uniformemente dispersas com diametro médio de 0,53+0,26

um, com quantidade maior de estruturas de didmetro inferior a 0,1 pm.
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1 o IFSC 4pm Mag.= 3.000X 15bc

[0SC EAT-2068 kU WD= O mn HMag- 3.00 K X Detector= SEL
5bC 2um H Photo No.=5

Figura 54: Imagens de PAH/HA com 5 e 15 bicamadas feitas por MEV (3000x) com escalas de 2 e 4 um.

7.6.3 Sistema de heparina

Filmes PEI/heparina sddica com 5 e 15 bc (Figura 55) foram analisados pelo mesmo
aparelho utilizado nas microscopias de MEV para verificar a morfologia de adeséo celular
(item 8.4). A topografia apresentada pelo filme PEIl/heparina com 5 bc apresenta de poros
(pontos escuros circundados por regido mais clara). Porém é possivel observar que esses
poros estdo praticamente ausentes na imagem do filme PEIl/heparina com 15 bc. Ambos o0s
filmes automontados se assemelham ao substrato de vidro limpo, sugerindo que o filme
PEl/heparina ndo tem espessura suficiente para cobrir totalmente as irregularidades da
superficie porosa de vidro com apenas 5bc. As imagens sugerem que ha baixa quantidade de
material agregado por bicamada de PEl/heparina. A espessura deste filme aparentemente é
menor que 0s outros sistemas estudados, pois apresentou topografia porosa similar ao
substrato. Essas observagdes corroboram com as baixas intensidades de absorbancia obtidas

no ensaio de crescimento do filme (Figura 20).
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etector= EHT =28 .1 MD= O mm Nag- Detector=

nn g= .48 K X
Photo No, -1 §-Jul-2889 H Photo No, -3 B-Jul-2069

HI=26.00 K D= 9 = 3.08 K X
105 Photo No--7

Figura 55: Imagens de PEI/Heparina com 5 e 15 bicamadas e substrato de vidro limpo feitas por MEV (3.000x,
escala de 3 e 2um).

Novamente, a exemplo do observado na analise realizada por AFM, os filmes
estudados puderam ser agrupados em duas categorias: filmes heterogéneos e filmes
homogéneos. Os filmes heterogéneos (filmes com latex e HA+latex) apresentaram topografia
muito irregular sendo mais bem definidos por MEV do que por AFM devido ao tamanho das
estruturas apresentadas. Observou-se que todos os filmes confeccionados com latex natural
tornaram-se mais rugosos com o aumento no numero de camadas, conforme havia sido
evidenciado pelas analises por AFM. A aparéncia dos filmes confeccionados com PEI e PAH
possui diferencas conforme observado na andlise de AFM. Porém, apenas por MEV foi
possivel observar a presenca de cavidades nos filmes de PAH/latex (Figura 51). A formacéo
de poros é prevista em simulagdo computacional de filmes LbL com varias camadas de
particulas esféricas [Adamczyk et al., 2007; 2008]. Os poros surgiriam com a formacao de
clusters e/ou distanciamentos das particulas depositadas [Adamczyk et al., 2007; 2008].

Todavia, ao se agregar particulas solidas em filme LbL, esta provocaria

irregularidades na superficie (Figura 56) dependendo da relagdo entre o tamanho da particula
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e a espessura da camada de polieletrdlito [Sangribsub et al., 2005]. Camadas mais finas de
polieletrolitos apresentariam menor deformacédo e, portanto, menor conformacgéo as particulas
do que camadas mais espessas. A conformacdo do filme ocorre tanto nas camadas acima
quanto abaixo da particula [Volodkin et al., 2008], efeito que reduz as irregularidades, sendo
muito importante para manter vesiculas lipidicas integras em filmes LbL [Volodkin et al.,
2007; 2008]. Filmes com baixa conformacao, ou com particulas muito grandes, gerariam
muitas irregularidades na superficie. Este efeito parece ocorrer nos filmes de latex propostos
devido a semelhanca apresentada entre a analise da secgdo transversal do filme PEI/HA+latex
(Figura 41) e o esquema da Figura 56.

Especula-se se as estruturas menores observadas nos filmes PEI/latex, PAH/latex,
PEI/HA+latex e PAH/HA+latex ndo seriam particulas de latex incorporadas mais
profundamente no filme LbL, ou simplesmente particulas menores. Isso poderia ser avaliado
com imagens da seccdo transversal do filme, analise que ndo est4 entre os objetivos deste
trabalho, ou ainda comparando a espessura dos filmes com o tamanho das particulas.
Tentativas foram feitas para verificar a espessura dos filmes por perfilometria, porém, os

resultados se revelaram inconclusivos e foram omitidos desta dissertagéo.

Figura 56: Representagdo de filme LbL multicamadas com uma particula (lipidica ou polimérica) incorporada.
X representa a espessura do filme e Y representa 0 aumento local da espessura sobre a particula. Segundo os
dados de Volodkin et al., a conformagdo ocorre tanto no filme acima quanto abaixo da particula. Fonte:
Volodkin et al., 2008.

107



Resultados e Discussoes dos Ensaios Fisicos

7.7 Medidas de angulo de contato

Os resultados de angulo de contato estdo agrupados de acordo com o sistema estudado.
Nas figuras a seguir, as camadas impares representam filmes cuja superficie mais externa era
formada pelos polications (PEI e PAH) e, portanto, estavam positivamente carregadas. As
camadas pares representam filmes com superficie formada pelos polianions (latex, HA,
HA+latex ou proteina), negativamente carregados. Comparando 0s angulos medidos na
camada inicial e final, verifica-se que todos os filmes LbL confeccionados elevam seus

angulos de contato, resultando em menor molhabilidade da superficie.

7.7.1 Sistema de proteinas do latex

A Figura 57 apresenta os angulos de contato medidos camada a camada nos filmes de
PEl/proteina e PAH/proteina. Angulos de contato de PEl/proteina aumentaram 8° entre o
angulo inicialmente medido de 59,6° na primeira camada e o final de 67,8° na nona camada.
Filmes de PAH/proteina também apresentaram elevagdo de 15° entre os anulos iniciais e
finais (de 59,4° para 74,3°). Observa-se que os angulos de contato variaram nas amostras de
maneira similar entre a terceira e sétima camadas usado PEIl ou PAH. Entretanto as quatro
camadas finais do filme PAH/proteina apresentaram aumento continuo em seus angulos, algo
ndo observado no filme PEl/proteina. Apesar dessas diferencas os filmes do sistema de
proteinas do latex apresentam em 9 camadas molhabilidades proximas, mantendo a superficie

hidrofilica durante este ensaio.
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Figura 57: Angulos de contato medidos camada a camada para os sistemas de PEl/proteina e PAH/proteina.
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7.7.2 Sistema do latex natural

A Figura 58 apresenta 0os angulos de contato camada a camada, dos filmes de
PEI/HA, PEl/latex, PEI/HA+latex (grafico da esquerda), PAH/HA, PAH/latex e
PAH/HA+latex (grafico da direita). Em ambos os filmes, confeccionados com PEI e PAH,
observa-se 0 mesmo comportamento: angulos maiores nos sistemas com latex natural,
seguido dos filmes com HA+l4atex e os menores angulos com HA apenas.

Nos filmes de PEI/latex a elevacdo dos angulos foi mais pronunciada que nos filmes
de proteinas ja visto com angulo inicial de 59,6° e final de 76,3° (elevacdo de 28°). Os filmes
de PAH/latex tiveram elevacdo de 29° (inicial 59,4° e final 88,8°). Observou-se nos filmes
PEI/HA+latex elevacdo de 18° (inicial 59,6° e final 76,3°) e nos filmes PAH/HA+Iatex um
aumento de 15° (de 59,4° para 74,6°).

Todos esses filmes apresentaram elevacdo idéntica nos angulos de contato para os
sistemas automontados com PEIl e PAH. Entretanto os filmes PEI/HA e PAH/HA
apresentaram diferencas maiores. Filmes PEI/HA mostraram elevagdo de 1° (inicial 59,6° e
final 60,5°) no angulo de contato, enquanto que os filmes PAH/HA elevaram os angulos em
16° (inicial 59,4° e final 75,9°).
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Figura 58: Angulos de contato medidos camada a camada para os sistemas de PEIHA, PEl/latex,
PEI/HA+latex, PAH/HA, PAH/latex e PAH/HA+latex. Camadas impares continham na superficie polieletrélitos
positivos (PEI, PAH) e as camadas pares polieletrolitos negativos (latex, HA, HA+latex).

E notdria a influéncia da rugosidade da superficie nos angulos de contato, pois o ar
pode ficar preso nas irregularidades da superficie ocasionando um molhamento heterogéneo
[Hikita et al., 2005; Marmur, 2004]. Entretanto, analises de microscopia (AFM) acusam
maiores rugosidades no filme PEI/HA (25,11 nm para 5bc e 58,29 nm para 15bc) que o filme
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PAH/HA (7,69 nm para 5bc e 12,83 nm para 15bc), sendo contraditdrios os resultados de
angulo de contato. Ndo sabemos o motivo para a diferenga de 14° na elevagdo dos angulos
entre PAH/HA e PEI/HA.

Como uma superficie é considerada hidrofobica quando formar angulo de contato
superior a 90°, e hidrofilica com angulos inferiores a 90° [de Gennes et al., 2004], todos 0s
filmes ensaiados sdo hidrofilicos. Todos os filmes, mesmo os com maiores angulos como
PEl/latex (87,8°) e PAH/latex (89,8°), quanto os filmes de menores &angulos, como
PEl/proteina (67,8°) e PAH/proteina (74,3°), possuem superficies hidrofilicas por definicéo.
A hidrofilicidade das superficies foi detectada até a 92 camada automontada, mas como todos
0s sistemas apresentam tendéncia a elevar os angulos de acordo com o nimero de camadas, é

plausivel supor que os filmes podem tornar-se hidrofébicos quanto mais camadas forem

automontadas.

7.7.3 Sistema de heparina

Angulos de contato dos filmes de PEI/heparina est&o dispostas na Figura 59A onde se
observa um comportamento mais uniforme que os filmes anteriores. Todas as camadas
positivas e impares elevam o angulo de contato, enquanto que todas as camadas negativas e
pares reduzem o angulo de contato. O mesmo comportamento, com angulos similares foram
descritos por Mao [2005] para filmes de PEI/Heparina+aFGF. 1sso sugere que a associacdo de
fatores de crescimento ao filme de PEl/heparina ndo altera de maneira significativa a

molhabilidade da superficie.
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Figura 59: Angulo de contato medido camada a camada em filmes de PEI/Heparina. Camadas impares tém na
camada mais externa PEI, e camadas pares Heparina.
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

8.1 Caracterizacdo das proteinas do latex por Eletroforese

Foi realizada eletroforese da fragdo protéica (ou apenas proteinas) de latex em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em 5 colunas de proteinas e
apos o processo de descoloragdo, e secagem do gel, obteve-se a estrutura observada na Figura
60. Observa-se na coluna do padrdo, as bandas referentes as proteinas com massa de 14,4;
20,0; 30,0; 45,0 e 66,0 kDa (kilodaltons — 1 kDa = 1000 unidade de massa atdmica). As
colunas A e C apresentam proteina do latex desnaturadas com quantidades iniciais de 100 e
50 ug, respectivamente. As colunas B ¢ D apresentam proteina do latex in natura com
quantidades iniciais de 100 e 50 pg, respectivamente.

Observou-se a presenca das mesmas bandas em todas as amostras analisadas, in
natura e desnaturadas, porém a visualizagdo das bandas foi melhor nas aliquotas menores de
proteina por apresentarem bandas mais separadas e nitidas. Este ensaio comprova que as
proteinas extraidas do latex possuem tamanhos moleculares de 14 a 50 KkDa,

aproximadamente, ndo sendo constituidas de apenas uma proteina.
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Figura 60: Eletroforese das proteinas do latex em gel de poliacrilamida (SDS PAGE) indicando a presenca de
bandas em 14,4 kD, 20kD, 30kD e 45kD.
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8.2 Curva de crescimento celular

Os filmes propostos foram automontados até 5 bicamadas sobre placas de cultura de
TCPS. Foram semeados fibroblastos humanos normais (FHN) sobre os filmes que foram
mantidos em cultura por periodo de 7, 14 e 21 dias. Depois deste periodo as células foram
submetidas ao tratamento com MTT, que gerou cristais de formazana nas mitocondrias das
FHN viaveis. Apds a dissolucdo dos cristais, sua absorbancia foi detectada em Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) a 570 nm. A relacéo entre a absorbancia obtida e o
niamero de FHN viaveis foi dada pela equacdo da reta obtida na curva de calibragdo (Figura
61). As medias de absorbancia obtidas em cada filme LbL, descontando as intensidades de
suas respectivas amostras negativas, foram usadas para calcular a quantidade de FHN nas
amostras. Para obter as estatisticas dos resultados frente ao controle, foi aplicado o teste T-
Student, bicaudal, com significAncia p<0,05 utilizando programa computacional Prism
(v.4.0). O p-valor é a probabilidade de cometer erro assumindo como verdadeiros dados de
uma amostra especifica. Se o p-valor for menor que o nivel de significancia escolhido (no
caso, p<0,05 ou 95%) aceitamos o dado como verdadeiro, caso contrario o dado é rejeitado.
Além do tratamento estatistico dos dados, imagens de microscopia Optica (Microscopio
invertido Nikon Eclipse TS100) foram feitas dos FHN antes de cada tratamento de MTT,

permitindo inspecionar a morfologia celular.
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Figura 61: Curva de calibracdo com a concentragdo conhecida de FHN. A equacéo de reta também esta
representada.
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Novamente, para facilitar a apresentacdo e discusséo dos resultados, as amostras serdo
separadas nos sistemas de proteinas do latex, latex natural, heparina e castings das solugdes.
Entretanto, devido a quantidade de dados, os resultados do sistema de latex natural serdo

subdivididos em filmes com PEI e PAH.

8.2.1 Sistema de proteinas do latex

Foram confeccionados filmes de proteina do latex no estado in natura e desnaturado
usando PElI e PAH como policdtion. As médias das absorbéancias e a significAncia dos
resultados em relagdo ao controle sdo ilustradas na Tabela 6. A Figura 62 indica as
quantidades de FHN detectados nas amostras em 7, 14 e 21 dias de ensaio, identificando o
nivel de significancia (menor = *; maior = ***) dos resultados frente ao controle. Ambos os
filmes PEl/proteina e PAH/proteina do latex ndo apresentaram quantidades aprecidveis de
FHN durante todo o periodo de ensaio. Observa-se inclusive que os resultados dos filmes com
a proteina do latex in natura foram inferiores aos filmes desnaturados, tanto no sistema com
PEI quanto no PAH, apesar dos filmes com PAH apresentarem maiores quantidades de FHN

que os filmes com PEI durante todos os 21 dias de ensaio.

Tabela 6: Absorbancias de formazana detectadas nos filmes de proteinas do latex

7 Dias 14 dias 21 dias
Amostras
Abs. erro Signif. Abs. erro Signif. Abs. erro Signif.
Controle 0,101 0,003 0,172 0,005 0,101 0,002
PEl/prot in 0,001 0,005 P<0,05 0,0003 0,004 P<0,05 0,0000 0,003 P<0,05
PEl/prot des 0,009 0,002 P<0,05 0,015 0,003 P<0,05 0,009 0 P<0,05
PAH/prot in 0,003 0,003 P<0,05 0,003 0,003 P<0,05 0,008 0,001 P<0,05

PAH/prot des 0,013 0,003 P<0,05 0,02 0,008 P<0,05 0,022 0,003 P<0,05
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Figura 62: Resultado do ensaio de MTT para os filmes de proteina do latex in natura (in) e desnaturado (des).

A Figura 63 ilustra as observacOes descritas acima, onde se percebe que os filmes de
proteina do latex in natura apresentaram menor quantidade de células que os filmes
desnaturados. As imagens de PEl/proteina in natura mostraram apenas células mortas, no
entanto, nos filmes com proteinas desnaturadas houve células apenas em 14 dias, mesmo
assim apresentavam morfologia atipica. Nos filmes PAH/proteina in natura observou-se
poucas células com morfologia normal em 7 e 14 dias, e andmalas em 21 dias. Nos mesmos
filmes com proteinas desnaturadas observou-se maior quantidade de FHN com morfologia
andbmala em 7 e 21 dias.

Pelas imagens dos FHN no controle (Figura 63) constata-se a morfologia normal
destas células, pois os fibroblastos necessitam se fixar no substrato para desenvolverem-se.
Isso é visualmente identificado pelo alongamento da célula, que tente a se alinhar com o0s
demais fibroblastos, formando uma camada confluente. Nenhuma amostra apresentou
caracteristicas similares ao controle. Os filmes PEl/proteina e PAH/proteina desnaturada
apresentaram uma quantidade de FHN maior no 14° dia, porém, essas células apresentam
alongamentos em vérias diregdes sem que realmente houvesse uma ordem. Esse crescimento
andbmalo foi mais pronunciado nos filmes com PEI que com PAH. O filme de PAH/proteina

in natura foi o Unico sistema que apresentou, apesar de pouco, células com morfologia tipica.
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Figura 63: Microscopia éptica (aumento 400X) dos FHN cultivados sobre os filmes do sistema de proteinas do
latex confeccionados com PEI e PAH.

Esses resultados s&o o oposto do inicialmente esperado, pois acreditava-se que as
proteinas do latex natural auxiliariam na proliferacdo celular. As imagens de microscopia
podem ajudar a esclarecer o motivo desta toxicidade inesperada que foi mais profundamente
avaliada nas analises de morfologia de adesdo celular por MEV (item 8.4). Entretanto, pelas
imagens das culturas apenas se confirmou a baixa atividade biol6gica quantitativamente
observada. A alta confiabilidade dos resultados de MTT (p<0,05) permite concluir que os
filmes estudados de proteina do latex ndo permitem o desenvolvimento adequado de
fibroblastos. Esta suposi¢do foi comprovada em novo ensaio de MTT que avaliou a acéo
apenas das proteinas do latex em diferentes concentracdes, cujos resultados encontram-se

dispostos no item 8.3.
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8.2.2 Sistema de latex natural

Foram confeccionados filmes de PEI/HA, PEI/HA+latex, PEl/latex, PAH/HA,
PAH/HA+Iatex e PAH/latex com 5 bicamadas sobre TCPS. Os resultados serdo discutidos em

separado para os filmes com (i) PEI e (ii) PAH, para facilitar a discusséo.

() Filmes do sistema de latex com PEI.

As médias das absorbancias e a significancia dos resultados em relacdo ao controle séo
apresentadas na Tabela 7. A Figura 64 ilustra as quantidades de FHN detectados nas
amostras em 7, 14 e 21 dias de ensaio, identificando também o nivel de significancia (menor
= *; maior = *** dentre os dados com p<0,05) dos resultados frente ao controle. Observa-se
que os filmes do sistema de latex com PEI ndo elevaram a quantidade de FHN aos 7 dias de
teste. Entretanto, nos demais dias do ensaio, com exce¢do do filme PEIl/latex, os filmes
promoveram proliferacéo celular acima do observado no controle.

O filme de PEI/HA apresentou no 7° dia de ensaio quantidade de FHN menor que o
controle (reducdo de 38,8%). Ao 14° e 21° dias de teste o filme PEI/HA demonstrou indices
de proliferagdo celular superiores ao controle, com aumento de 34,0 e 125,4%,
respectivamente. Esses resultados sugerem que inicialmente os FHN tiveram dificuldade de
proliferar, mas que apds um periodo de adaptacdo, a cultura desenvolveu-se bem. Observam-
se pelas imagens de microscopia Optica (Figura 65) que os FHN cultivados sobre filme
PEI/HA apresentaram ndo apenas quantidades equipardveis ao controle, mas também

morfologia normal.

Tabela 7: Absorbancias de formazana detectadas nos filmes de latex, HA e HA+latex
com PEL.

Filmes 7 Dias 14 dias 21 dias
Abs. erro Signif. Abs. erro Signif. Abs. erro Signif.
PEI/HA 0,061 0,005 P<0,05 0,231 0,018 P<0,05 0,229 0,018 P<0,05
PEI/HA+latex 0,055 0,003 P<0,05 0,212 0,007 P<0,05 0,127 0,008 P<0,05
PEI/latex 0,032 0,004 P<0,05 0,033 0,001 P<0,05 0,038 0,004 P<0,05
Controle 0,101 0,003 0,172 0,005 0,101 0,002
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Figura 64: Resultado do ensaio de MTT para os filmes de PEI/HA, PEI/HA+latex e PEI/latex.

O sistema PEI/HA+latex a exemplo do filme anterior apresentou queda inicial na
proliferacdo celular (-44,7% do controle) verificado ao 7° dia, e uma elevacdo de 23,4 e
25,2% no nimero de FHN, respectivamente para 14 e 21 dias de ensaio. Esses resultados
foram inferiores aos filmes com apenas HA na sua constitui¢do. Os fibroblastos cultivados
sobre o filme PEI/HA+I4tex (Figura 65) aderiram sobre a superficie, mas o alongamento das
células e o seu crescimento ndo apresentaram caracteristicas tipicas. Nao foi identificada na
cultura uma ordenacdo no crescimento das células e as mesmas emitiram prolongamentos em
vérias direcOes e ndo em um sentido preferencial.

Comparando a proliferacdo celular obtida sobre os filmes de PEI/latex com o controle,
observa-se que este filme reduz a quantidade de células em -67,7% no 7° dia, -80,7% no 14°
dia, permanecendo com valores 61,7% menores que o controle no 21° dia. Os baixos indices
de proliferagdo celular sdo facilmente identificados nas imagens de microscopia Optica
(Figura 65). Os filmes de PEI/latex apresentaram fibroblastos com morfologia normal em 7
dias, mas esse resultado promissor ndo se manteve, e observa-se apenas células redondas, sem
prolongamentos no 14° dia de cultura. No 21° dia observa-se uma maior quantidade de
células sobre o filme de PEIl/latex, mas os fibroblastos apresentam o mesmo comportamento

andmalo visto nas células cultivadas sobre o filme de PEI/HA+latex.
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Figura 65: Microscopia optica (aumento 400X) dos FHN cultivados sobre os filmes do sistema de latex
confeccionados com PEL.

(i) Filmes do sistema de latex com PAH.

As médias das absorbancias e a significancia dos resultados em relacdo ao controle sao
apresentadas na Tabela 8. A Figura 66 ilustra mostra as quantidades de FHN detectadas nas
amostras em 7, 14 e 21 dias de ensaio, identificando o nivel de significancia (menor = *;
maior = ***) dos resultados frente ao controle. Observa-se que os filmes com PAH
apresentaram melhor bioatividade que os filmes com PEIl nos 7 primeiros dias, pois
promoveram proliferagéo celular acima do observado no controle. Entretanto, os resultados
decaem com o passar dos dias, e apenas um filme manteve proliferacdo celular superior ao
controle em 21 dias de ensaio.
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Tabela 8: Absorbancias de formazana detectadas nos filmes de latex, HA e HA+latex
com PAH.

Filmes 7 Dias 14 dias 21 dias

Abs. erro Signif. Abs. erro Signif. Abs. erro Signif.
PAH/HA 0,154 0,012 P<0,05 0,168 0,016 Naotem 0,052 0,023 P<0,05
PAH/HA+latex 0,207 0,013 P<0,05 0,231 0,028 P<0,05 0,054 0,006 P<0,05
PAH/latex 0,245 0,011 P<0,05 0,297 0,031 P<0,05 0,244 0,017 P<0,05
Controle 0,101 0,003 0,172 0,005 0,101 0,002
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Figura 66: Resultado do ensaio de MTT para os filmes de PAH/HA, PAH/HA+latex e PAH/latex.

Filmes PAH/HA apresentaram no 7° dia de ensaio quantidade de células 53,1% maior
que o controle. Nos outros dias observou-se que PAH/HA n&o contribuiu para a proliferagéo
dos FHN, apresentando dados ndo significativos em 14 dias e redugdo de 47,8% na
quantidade de células no 21° dia de teste. Por esses dados observa-se que o acido humico
influencia na proliferacdo dos FHN por curto periodo, acelerando a morte celular em 14 dias,
sendo a possivel causa da toxicidade observada nos filmes PAH/HA+l4tex. E importante
ressaltar que este resultado foi inverso dos filmes com PEI/HA, que apresentaram baixa
proliferacdo inicial com altos indices em 14 e 21 dias.

O sistema de PAH/HA+latex mostra no 7° dia valores 105,4% mais elevados que o
controle. Observa-se que o uso da solucdo de HA+latex (1:1, v/v) resultou em metade da
proliferacdo celular dos filmes com apenas latex. No 14° dia de ensaio este sistema
apresentou resultado modesto, com 34,2% mais FHN que o controle, indices idénticos ao
PAH/latex no dltimo dia. Ao 21° dia, o filme PAH/HA+l4tex apresentou uma queda de -

46,0% em comparacdo com o controle, sugerindo uma possivel toxicidade em longo prazo.
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Verifica-se que os filmes PAH/latex mantiveram maior nimero de células que os
outros sistemas durante todo o periodo de ensaio. No 7° dia apresentou 142,9% mais células
que o controle. Com 14 dias de teste o filme PAH/latex apresentou uma diminuicdo na
quantidade de FHN, permanecendo 72,6% superior ao controle. Ao 21° dia de ensaio esta
amostra manteve 42,3% mais FHN que o controle. Este resultado sugere que este filme LbL
com latex é promissor como biomaterial, podendo influenciar positivamente na proliferacao

de FHN por periodos de 3 semanas.

PAH/HA

PAH/HA+Latex

PAH/Latex

Controle

Figura 67: Microscopia optica (aumento 400X) dos FHN cultivados sobre os filmes do sistema de latex
confeccionados com PAH.

As imagens de microscopia Optica dos filmes do sistema de latex natural com PAH
(Figura 67) apresentam FHN com morfologia tipica durante todos os dias de ensaio. Na
Figura 67 se observa fibroblastos alongados em diregdo Unica e com crescimento orientado.
Entretanto, foi possivel observar grumos nas imagens de PAH/latex, aglomerados
provavelmente provocados por particulas de latex ou aglomerados destas.
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8.2.3 Sistema de heparina

Filmes de PEl/heparina e PEl/heparina+bFGF foram automontados com 5bc sobre

placas de TCPS. Diferentemente dos demais sistemas, 0s castings de heparina e

heparina+bFGF foram feitos permitido que as solucdes ficassem 30 minutos em contato com

a placa de TCPS. As médias das absorbancias detectadas nos filmes e castings do sistema de

heparina, seguido do indice de significAncia dos resultados em relacdo ao controle, sdo

apresentadas na Tabela 9. A Figura 68 ilustra as quantidades de FHN detectadas nas

amostras em 7, 14 e 21 dias de ensaio com o nivel de significancia (menor = *; maior = ***)

também identificados.

Tabela 9: Absorbancias de formazana detectadas nos filmes e castings do sistema de

heparina.
Filmes e 7 Dias 14 Dias 21 Dias
Castings Abs. erro Signif. Abs. erro  Signif.  Abs. erro Signif.
PEI/heparina 0,006 0,002 P<0,05 0,013 0,002 P<0,05 0,114 0,009 P<0,05
PEl/hep+bFGF 0,026 0,011  P<0,05 0,023 0,010 P<0,05 0,004 0,002 P<0,05
Cas.Heparina 0,098 0,007 Naotem 0,265 0,028 P<0,05 0,009 0,004 P<0,05
Cas.Hep+bFGF 0,051 0,005 P<0,05 0,484 0,115 P<0,05 0,086 0,012 N&otem
Controle 0,101 0,001 0,172 0,026 0,101 0,023
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Figura 68: Resultados do ensaio de MTT para os filmes PEl/heparina; PEl/heparina+bFGF e castings de
heparina e heparina+bFGF em 7, 14 e 21 dias de cultivo.
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Os resultados de MTT para os filmes PEIl/heparina e PEl/heparina+bFGF para 7 dias
apresentaram  valores proliferativos abaixo do controle. Apesar dos filmes
PEl/heparina+bFGF apresentarem o dobro da quantidade de FHN que o filme PEIl/heparina,
ambos reduziram, com taxas de 74,0 e 93,7%, respectivamente, a proliferacdo em relagdo ao
controle. Resultado similar foi apresentado no casting de heparina+bFGF, cujos indices de
proliferacdo foram 48,7% menores que o controle. O casting apenas de heparina apresentou
valores equivalentes ao controle, embora sem significancia estatistica suficiente para atribui-
los a uma possivel agdo bioldgica da heparina.

Os resultados proliferativos dos casntigs em 14 dias foram positivos em comparagéo
com o controle, apresentando aumento de 54,0 e 180,8%, respectivamente, para heparina e
heparina+tbFGF. A alta proliferagdo era esperada devido a acdo bioldgica do bFGF e da
propria heparina. No entanto, observa-se na Figura 68 que ocorreu uma dréstica redugdo na
quantidade de FHN em 21 dias sobre os castings. Em 21 dias, a heparina e heparina+tbFGF
reduziram 90,4 e 15,1% a quantidade de FHN se compararmos com o controle. Novamente,
este resultado era esperado apds a alta proliferacdo detectada em 14 dias, isso ocorre devido a
falta de espaco e nutrientes na placa de cultivo.

Os filmes LbL PEl/heparina e PEl/heparina+tbFGF apresentaram reducéo na
proliferacdo celular com taxas de 92,3 e 86,6% em relagdo ao controle em 14 dias. Porém, em
21 dias, o filme PEI/heparina apresentou elevacdo de 12,9% no nimero de FHN viadveis, mas
o filme PEIl/heparina+bFGF permaneceu com baixa proliferagéo celular (reducéo de 95,0%).
Aparentemente, a associagdo de bFGF em filmes LbL inibiu a sua atividade bioldgica,
evidenciada pela analise da solucdo na forma de casting.

A Figura 69 apresenta as imagens de microscopia dos filmes e castings do sistema de
heparina cultivados. Em 7 dias as imagens apresentam FHN com morfologia normal em todas
as amostras com exce¢do do filme PEl/heparina onde se observa poucas células com o
formato alongado tipico. Indubitavelmente, os filmes LbL apresentaram resultados inferiores
aos castings das solu¢Bes sozinhas. No periodo de 14 e 21 dias de cultivo, observou-se células
sobre os castings de heparina e heparinatbFGF, com morfologia tipica e crescimento
confluente, aparentemente em quantidade superior ao controle. Os filmes LbL nesse periodo
apresentaram claramente menor quantidade de células que o controle, e apenas sobre o filme

PEl/heparina foi possivel identificar fibroblastos com morfologia alongada tipica.
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Figura 69: Microscopia 6ptica (aumento 400X) dos FHN cultivados sobre os filmes e castings do sistema de
heparina.

O baixo desempenho dos filmes do sistema de heparina foi ndo apenas inesperado
como também contradiz a referéncia [Mao et al., 2005] e os resultados da avaliacdo da
morfologia celular por MEV (item 8.4). Uma possivel causa pode ser a degradacao do bFGF,
pois as placas deste sistema foram fabricadas e mantidas em temperatura ambiente antes do
inicio do ensaio de MTT. Outro agravante deve ter sido o processo de esterilizagdo, pois 0s
filmes foram confeccionados de maneira idéntica aos filmes dos outros sistemas, fora da
capela de fluxo laminar, e a esterilizacdo seguiu com alcool 70% e iluminagdo UV por 15
minutos. Os resultados inferiores de proliferacdo celular podem ser também atribuidos a baixa
concentracdo de bFGF usada (0,003g.mL™). Entretanto, percebe-se que o sistema de latex foi
superior ao sistema de heparina, sendo confeccionado e mantido em condigdes simples de

estocagem, comprovando superioridade comercial.
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8.2.4 Castings

As solugdes utilizadas, sem estarem automontadas em filmes LbL também foram
avaliadas por ensaio de MTT. Castings das solu¢des foram obtidos permitido que gotas das
solucOes de proteina do latex (in natura e desnaturada); PEI; PAH; HA; latex e HA+latex
secassem sobre os pocos da placa de cultura. FHN foram semeados sobre os castings e
cultivados da mesma forma descrita para os filmes LbL. As médias das absorbancias e os
indices de significancia dos resultados em relacdo ao controle sdo apresentados na Tabela 10.
A Figura 70 ilustra as quantidades de FHN detectadas nas amostras em 7, 14 e 21 dias de
ensaio com o nivel de significancia (menor = *; maior = ***) também identificado.

Observa-se que apenas 0s castings de latex e HA+latex apresentaram nimero de FHN
superior ao controle no periodo avaliado, porém os resultados de latex natural ndo foram

estatisticamente significantes.

Tabela 10: Absorbancias de formazana detectadas em castings das solucdes.

Castins 7 Dias 14 dias 21 dias
g Abs. erro Signif. Abs. erro Signif. Abs. erro Signif.
Controle 0,101 0,003 0,172 0,005 0,101 0,002

Proteina in natura 0,001 0,000 P<0,05 0,003 0,000 P<0,05 0,003 0,000 P<0,05
Proteina desnaturada 0,002 0,000 P<0,05 0,032 0,001 P<0,05 0,044 0,001 P<0,05

PEI 0,003 0,000 P<0,05 0,005 0,000 P<0,05 0,001 0,000 P<0,05
PAH 0,079 0,015 ndo tem 0,038 0,030 P<0,05 0,000 0,000 P<0,05
HA 0,000 0,000 P<0,05 0,000 0,000 P<0,05 0,011 0,008 P<0,05
Latex 0,103 0,007 ndo tem 0,199 0,023 ndo tem 0,056 0,039 ndo tem
HA+|atex 0,135 0,142 P<0,05 0,075 0,053 P<0,05 0,006 0,000 P<0,05
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Figura 70: Resultado do ensaio de MTT para 7, 14 e 21 dias para os castings das solugdes utilizadas.
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O casting de PEI praticamente ndo permitiu que os FHN proliferassem sobre a sua
superficie, sendo observadas reducdes no nimero de células da ordem de -96,4%, -99,7% e
-98,4%, respectivamente para 7, 14 e 21 dias de cultivo. Por microscopia optica (Figura 71)
constatou-se que os fibroblastos aderiram sobre o PEIl em 7 dias, porém, o estiramento celular
parece reduzir em 14 dias e ndo aparecem células vivas na imagem de 21 dias.

As proteinas do latex em castings, por sua vez, mostraram resultados similares aos
previamente apresentados pelos filmes LbL deste material. O numero de FHN sobre as
proteinas no estado in natura foi baixo, apresentando reducdo em relacdo com o controle de -
98,4%, -97,9% e -96,4%, respectivamente para 7, 14 e 21 dias. Esses indices foram menores
que os apresentados para as proteinas do latex no estado desnaturado, que novamente como
visto nos filmes tiveram resultados melhores que as proteinas in natura. O nimero de FHN
sobre as proteinas desnaturadas foram -97,4%, -81,1% e -56,1% menor que o controle,
respectivamente, para 7, 14 e 21 dias de cultivo. Pela Figura 72 observa-se baixo numero
celular sobre as proteinas desnaturadas, mas (em 7 dias de cultivo) estas células apresentam
morfologia tipica. Aos 14 dias h& algumas células alongadas e outras arredondadas, essas
dltimas possivelmente em apoptose, e em 21 dias os fibroblastos apresentam morfologia
andbmala sem formarem tecido. As imagens das células sobre as proteinas in natura
apresentam apenas estruturas arredondadas, sindbnimo de células ndo aderidas e/ou em

processo de apoptose. Apenas no 7° dia visualiza-se uma célula aparentemente normal.
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Figura 71: Microscopia Optica (aumento 400X) dos FHN cultivados sobre os castings de PEI e proteina do
latex.

Os castings de PAH apresentaram resultados de bioatividade relativamente melhores
que PEI e proteina. Comparando com o controle o PAH também resultou em redugdo no
ndmero de FHN com indices de -20,9%, -77,8% e -99,3%, respectivamente, para 7, 14 e 21
dias de cultivo. Pelas imagens da Figura 72 ndo se observa diferenca entre a morfologia das
células em 7 e 21 dias. Entretanto, baseando-se nas absorbancias detectadas pode-se concluir
que as células em 21 dias estavam mortas e as em 7 dias ndo. Vé-se no centro da

fotomicroscopia do PAH em 14 dias um fibroblasto alongado e aparentemente normal.
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Figura 72: Microscopia Optica (aumento 400X) dos FHN cultivados sobre os castings de PEI e proteina do
latex.

A solucdo de HA, apesar dos bons resultados dos filmes PEI/HA, sozinha ndo
apresentou numero apreciavel de células, ou seja, na forma de filme LbL os resultados foram
melhores. Comparando com o controle 0 HA reduziu no niamero de FHN em -99,3%, -99,6%
e -88,3%, respectivamente para 7, 14 e 21 dias de cultivo. Essa toxicidade do HA puro foi
confirmada pela microscopia cujas imagens (Figura 72) ndo evidenciam a presenca de
fibroblastos. O latex natural foi o Unico casting no qual os fibroblastos apresentaram indices
de proliferacdo idénticos ao controle no 7° (aumento de 2,6%) e 14° (aumento de 15,6%) dia
de ensaio. O latex apresentou reducdo no nimero celular (-44,2%) no 21° dia de teste, mas
devido & barra de erro, novamente este resultado ndo foi estatisticamente significativo. Além

desses dados, as fotomicroscopias (Figura 72) indicam que o latex foi também o Unico
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casting a apresentar fibroblastos com morfologia normal durante todo o ensaio. A solugéo de
HA+latex sozinha na forma de casting teve resultado benéfico nos primeiros 7 dias de ensaio.
Comparando com o controle, HA+latex elevou no nimero de FHN em 34,0% no 7° dia, e
provou reducdo de -56,0% e -93,8%, respectivamente para 14 e 21 dias de cultivo.
Observando a Figura 72 verifica-se que apesar dos indices de proliferacdo celular baixarem
em 14 dias, os fibroblastos mantém morfologia tipica, s6 desaparecendo aos 21 dias.

Comparando os dados de todos os filmes LbL propostos, confeccionamos a Figura 73
com os resultados em percentual proliferativo, positivo ou negativo, em comparagdo com 0
controle durante o ensaio. Em contrapartida a Figura 74 ilustra da mesma maneira 0s
resultados obtidos nos casntigs estudados neste trabalho. Estas duas imagens tornam evidente
que h& maior quantidade de filmes LbL com proliferacdo positiva do que ha canstings. 1sso
comprova a superioridade da técnica LbL que permitiu que reagentes apresentassem
bioatividade superior as suas solugdes sozinhas.

Filmes LbL
200
¥ controle
150 8 PAH/HA
i PAH/HA+latex
100 W PAH/latex
— # PEI/HA
S
;.;50 i PEI/HA+Iatex
< B PEI/latex
2 0 8 PEl/protin
©
& i PEl/prot des
& PAH/protin
50
& PAH/prot des
& PEl/heparina
-100 i PEI/hep+FGF
-150

tempo (dias)
Figura 73: Dados de proliferacdo dos filmes LbL propostos, em porcentagem (positiva ou negativa), em relagdo
ao controle.
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Figura 74: Dados de proliferagdo dos castings, em porcentagem (positiva ou negativa), em relagdo ao controle.

Percebe-se pela Figura 73 que filmes LbL com HA, independente de automontados
com PEI ou PAH apresentaram durante o ensaio proliferagdo superior a soma dos indices
obtidos isoladamente em suas solugdes (castings). Usando esse raciocinio para avaliar 0s
filmes LbL construimos a Tabela 11, onde A indica que o filme LbL apresentou quantidade
celular superior ao observado em seus castings (ou controle) e Vsignifica que o filme teve
menor quantidade celular que a referéncia adotada. Pela Tabela 11 percebe-se que os filmes
PEl/latex e PAH/latex apresentaram resultados opostos, respectivamente com baixo e alto
desempenho proliferativos. Este comportamento contraditério entre os filmes com PEI e PAH
aparentemente se mantém nos filmes restantes do sistema de latex natural. Filmes com PAH
apresentaram alta proliferacdo em 7 e baixa em 21 dias, e filmes com PEI apresentaram baixa
proliferacdo em 7 e alta em 21 dias. Porém é inegavel a superioridade dos filmes
automontados com PAH (com excecdo de PEI/HA) frente aos filmes com PEI.

Avaliando o beneficio da incorporacdo de HA para a bioatividade dos filmes de latex
natural observa-se: (i) nos filmes com PAH os indices proliferativos para PAH/HA+Iatex sdo
metade dos indices obtidos em PAH/HA e PAH/latex, sugerindo que o HA e o Latex ndo
possuem acgdo sinergeética. (ii) nos filmes com PEI os unicos filmes com atividade bioldgica
favoravel foram PEI/HA e PEI/HA+latex, sendo que o primeiro apresentou o dobro da

proliferacdo do segundo. Apesar de a primeira vista isso sugerir que a associagdo de HA e
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Latex foi benéfica, como PEI/latex ndo apresentou atividade bioldgica, isso implica que a
bioatividade dos demais filmes com PEI se deva apenas da a¢gdo do HA. Concluindo que ndo

houve agdo sinergética entre latex e HA, e seu uso concomitante poderia ser descontinuado.

Tabela 11: Comparagéo entre os filmes LbL tomando como referéncia os castings e o
controle.

7 Dias 14 dias 21 dias
Referéncia Casting controle Casting  controle  Casting  controle
PAH/HA A A A A A v
PAH/HA+latex v A A A A v
PAH/latex A A A A A v
PAH/prot in v v v v A v
PAH/prot des v v v v v v
PEI/HA A v A A A A
PEI/HA+latex v v A A A A
PEI/l4tex v v v v v v
PEl/prot in v v v v v v
PEI/prot des A \4 \4 \4 v v

A filme cuja quantidade celular foi superior ao castings ou controle (esses dados se encontram em
evidéncia). V¥ filme cuja quantidade celular foi inferior a referéncia adotada.

Avaliando apenas os filmes e castings com proliferacdo positiva, dispostos na Figura
75, observa-se a presenca dos filmes PEI/HA, PEI/HA+latex, PAH/HA, PAH/latex,
PAH/HA+latex e PEl/heparina. Esses filmes aparentemente tém aplicabilidade como
biomaterial e pela figura (grafico de colunas) fica evidente as diferencas no periodo de acéo
dos filmes do sistema de latex com PEI e PAH. Apresentando filmes com PEI acédo tardia
(apds 14 dias) e filmes com PAH acdo mais imediata (em 7 e 14 dias), permitindo uma
possivel modulacdo dependendo da aplicacéo prética. A Figura 75 também traz a comparacéo
dos filmes com proliferacéo positiva, com a atividade méxima (100%) dos indices detectados
em heparina+tbFGF (em 14 dias). Adotando a proliferagdo de heparina+tbFGF (com
0,003g.mol‘l de bFGF) como padrdo, verifica-se que os filmes PAH/latex, PEI/HA,
PAH/HA+latex possuem, respectivamente, 79, 69 e 58% da sua bioatividade. Tornando-se
indubitavelmente os melhores filmes dentre os propostos neste trabalho, o sistema de latex foi
superior aos demais, mesmo sendo confeccionado e mantido em condi¢Ges simples de
estocagem. Observa-se também que os filmes PAH/HA, PEI/HA+latex e PEl/heparina

apresentaram, respectivamente, 29, 14 e 7% da atividade da heparina+bFGF.
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Figura 75: Comparacdo das bioatividades dos filmes, e sua quantificacdo frente & acdo da heparina ligada a
bFGF, adotado como padrao.
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8.3 Influéncia das proteinas do latex no crescimento celular

Foi estudada a ag&o das proteinas do latex, em concentracdes de 0,1; 0,5 e 1,0 g.L™, sobre
o desenvolvimento celular de fibroblastos humanos normais. A influéncia das proteinas do
latex sobre as células foi estudada pelo método direto, no qual FHN foram cultivados sobre
substratos de vidro com uma monocamada de proteinas. O impacto das proteinas do latex no
meio de cultura sobre a proliferacdo celular foi estudado pelo método indireto. Esses testes
foram realizados com seis réplicas de cada amostra, trés amostras positivas e trés negativas
(sem celulas). A quantidade de células presentes em cada amostra foi determinada por ensaio
de MTT, seguindo a curva de calibracdo (Figura 76) realizada com concentragdes conhecidas
de FHN.

1,0x10°
7 Equacéo da reta:
'g 8,0x10° Y=-24697+716660*X
g { | R’=0,99557
> 6,0x10°
o .
o 4,0x10°
©
° : |
T 2,0x10°
IS |
S
pd 0,0

T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14
Abs. em 570 nm

Figura 76: Curva de calibracdo com a concentragdo conhecida de FHN. A equacéo de reta também esta
representada.

8.3.1 Ensaio Direto

A Tabela 12 mostra as médias das absorbancias detectadas e a significAncia do
resultado. A Figura 77 ilustra as quantidades de FHN detectadas nas amostras em 5 dias de
cultivo com o nivel de significadncia (menor = *; maior = ***) também identificados.
Observa-se que as células ndo se aderiram sobre monocamadas de proteina do latex em
concentracdo de 1,0 g.L™, e que a quantidade de células aumente conforme as concentracdes
diminuem. Por este ensaio conclui-se que a proteina do latex dificulta o desenvolvimento do

fibroblasto.
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Tabela 12: Absorbancias detectadas no ensaio direto de bioatividade da proteina de
latex natural.

Concentracdo (g.mL™")  Abs. erro Signif.
controle 0,214 0,019
0,1 0,168 0,008 P<0,05
0,5 0,131 0,021 P<0,05
1,0 0,018 0,005 P<0,05
2,0x10°-
B s
5 1,5x10°
€
S
= *
0 1,0x10° T
D *k
3 *
2 )
= 5,0x10"
T
LL
0,0-

. : .
controle 0,1 0,5 1

Concentracéo (g.mL™)

Figura 77: Quantidade de FHN viaveis sobre monocamadas de proteina do latex em diferentes concentragées.

Esse resultado ndo era esperado, pois este trabalho partiu do pressuposto que as
proteinas presentes no latex contribuiam positivamente para o desenvolvimento celular. E
possivel que a bioatividade do latex possa ainda estar contida em fragdo protéica, porém,

constituida de proteinas com massa molar diferente desta (14 a 15 kDa) fracdo estudada.

8.3.2 Ensaio Indireto

A Tabela 13 apresenta as médias das absorbancias e a significancia do resultado frente
ao controle, no caso nenhum resultado foi estatisticamente viavel. A Figura 78 ilustra a
quantidade de células detectadas em cada amostra com células mantidas com proteinas do
latex no meio de cultura por 3 dias. VVé-se que a concentragdo da solucéo de proteinas do latex
presente no meio de cultura ndo afeta de maneira significativa a proliferacéo celular. Porém,
caso os dados fossem significativos observariamos uma tendéncia em aumentar a quantidade

células de acordo com o aumento da concentracdo de proteina.
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Tabela 13: Absorbancias detectadas no ensaio indireto de bioatividade da proteina de
latex natural.

Concentracdo (g/mL™)  Abs. erro Signif.
controle 0,104 0,011
0,1 0,086 0,003 nao tem
0,5 0,096 0,008 nao tem
1,0 0,108 0,008 nao tem
1,5¢10°
©
o 5
£ 1,0x10
S
E
N2)
g
\(C 4_ T
B 5,0x10
Z 1
I
L
0,04

T T T T T
controle 0,1g/mL 0,59/mL 1,0g/mL
~ -1
Concentracéo (g.mL")

Figura 78: Quantidade de FHN cultivados com proteina do latex em diferentes concentragdes no meio de
cultura.

Caso as proteinas estudadas possuissem atividade mitogénica, ausentes apenas quando
depositada em superficies, por esconder os sitios funcionais ou alteragdo na conformagéo da
molécula proteina, isso seria evidenciado neste ensaio indireto. Pelos resultados de ambos os
ensaios, direto e indireto, conclui-se que a proteina do latex influencia negativamente no

desenvolvimento celular, mas ndo provoca reagdes caso esteja presente no meio celular.
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8.4 Morfologia celular por Mev

Imagens de fibroblastos humanos normais cultivados sobre as amostras foram realizadas
por MEV para verificar como ocorre a padrdo morfoldgico de adesdo e espalhamento em cada
sistema. Dados sobre as células foram obtidos analisando as imagens em programa
computacional Image J, e estas foram separadas em sistemas para facilitar a discussdo. O
crescimento normal dos fibroblastos leva de 12 a 20 horas para aderir e propagar pelo
substrato [Mao et al, 2005]. Neste trabalho as células foram cultivadas por 74 horas e,
portanto era esperado que as células se apresentassem em estagio avancado de espalhamento e
proliferacdo, neste trabalho foi adotado o padréo sobre o substrato de vidro como controle.

A Figura 79 ilustra duas formas de FHN visualizados sobre o branco (substrato limpo de
vidro) apos periodo de 3 dias. Na Figura 79A observa-se célula aderida sobre o substrato com
propagacdo em todas as direcdes, sem emissdo direcionada de prolongamentos, algo pouco
comum para fibroblastos. Observa-se o ntcleo central com didmetro aproximado de 18 pm e
citoplasma se fundido ao substrato com didmetro de 50 um, no geral a célula ocupa uma area
aproximada de 1.900 um?. Na Figura 79B vé-se um FHN alongado tipico com dimensGes de
200 x 5 um e regido do ntcleo com didmetro de 10 um, ocupando uma area aproximada de
1.700 pm? do substrato. Adotaremos as morfologias observadas nessas imagens como

referéncia para o crescimento dos fibroblastos humanos normais sobre substratos de vidro.

_________________________________________________

_______

10SC Ig;r-m T kY WD- 8 nAn Hags 5.88 K X Detoctors SE1
n e

1QsC EMT-Z0.08 KV WD 6 nm  Mage 1.50 K X Datoctors SEl
Photo No.58  B-Jul-2009 1epn — 2009

Fhoto No.«59 8-Jul-

Figura 79: Imagens de FHN aderidos sobre substratos de vidro. A) aumento de 5.000x (escala 2um). B)
aumento de 1.500X (escala 10um).
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8.4.1 Sistema de proteinas do latex

Sobre o filme PEIl/proteina do latex in natura foi observada célula ndo aderida (Figura
80A); célula em fase inicial de espalhamento celular com propagacédo discreta (Figura 80B) e
FHN ndo aderidos apresentando morte celular (Figura 80C). As células dessas imagens
possuem dimensdes similares com areas de 260, 340 e 290 um?, respectivamente, para as
figuras A, B e C. Por este estudo fica evidente a inferioridade das superficies de PEl/proteina
do latex (em concentracdo de 1,0 g.mL™) como suporte celular para fibroblastos humanos
normais. A causa da morte celular observada na Figura 80C pode ser atribuida ndo a um
efeito toxico da proteina do latex, mas sim a auséncia de adesdo do FHN a superficie, acao
sine qua non a célula ndo se desenvolve. Esse resultado esta de acordo com os resultados

obtidos no ensaio de MTT. Por este ensaio foi possivel calcular o tamanho aproximado do

FHN nao aderido, com forma esférica cujo diametro varia de 10 a 20 um.

race iz Y W- Ao Gor 0 o0 X, Dyggptor- Sei race 7 Y WS Ao B ]o o0 X Dgggptor- Sei

Thor Ep'};fza.elg‘ kV W= 8 mn Mag= 5.00 K X ~ Detector= SE1

FIULU NO =25 5-JuL-206Y

Figura 80: Imagens de FHN aderidos sobre filme PEl/proteina do latex. A) e B) Imagens com aumento de
10.000X (escala 1pum). C) Imagens com aumento de 5.000X (escala 1um).
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Em filmes PAH/proteina do latex foi possivel observar FHN aderido e alongado, com
crescimento preferencial em sentido Unico, ou seja, com morfologia tipica. Na Figura 81A
vé-se duas células proximas (1 e 2), ambas aderidas sobre o filme. Como ndo foi possivel
separa-las visualmente, e por apresentarem prolongamentos que se estendem para fora da
imagem, a area ndo foi calculada. A Figura 81B ilustra ampliacdo da célula 1 onde se
visualiza a regido do nicleo um pouco alongado (didmetro de 15 pum), circundado por regido
de menor relevo que se funde com o substrato. Opostamente ao observado no filme com PEI,
o filme PAH/proteina permitiu que FHN aderissem e se propagassem sobre a superficie. O
bom espalhamento explica os melhores resultados de MTT para os filmes PAH/proteina que
para PEl/proteina.

8.68 K X Dotoctors SE1
B=Jul-2089

EHT-28.88 kV W 8
1osc 5080,

mn Mogs 2.58 K X Dotectors SEl
Fhoto No. =41 B=Jul-2089

EHT-28.00 k¥ W- 8 An .
10SC Syn H Photo No. =42

Figura 81: Imagens de FHN aderidos sobre filme PAH/proteina do latex. A) aumento de 2.500x (escala 3um).
B) aumento de 8.000X (escala 1pm).

8.4.2 Sistema de latex natural

Os fibroblastos sobre o filme PEIl/latex apresentados na Figura 82B possuem
morfologia atipica. A célula 2 apresenta formato estranho, sem orientagdo, com contornos ndo
totalmente distinguiveis do substrato, ocupando area de 2.400 um?. A célula 3 apresenta
forma alongada (150 x 8 um), sem nucleo perceptivel e contornos de dificil distingdo nas
extremidades, ocupa aproximadamente area de 3.800 um?2 A célula 1 foi ampliada na Figura
82A onde se visualiza sua forma achatada sobre o substrato com propagacdo da membrana em
varias dire¢des. A célula 1 ocupa area de 330 pum?, similar a da Figura 80B, porém com

relevo visivelmente menor.
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Figura 82: Imagens de FHN aderidos sobre filme PEI/latex. A) aumento de 7.000x (escala 1pm). B) aumento de
1.000X (escala 10pm).

Se compararmos 0s FHN com gotas de agua, poderiamos dizer que o angulo de
contato entre célula/superficie é baixo sobre PEIl/latex e alto sobre PEl/proteina, se
observarmos a Figura 83. O baixo angulo de contato possivelmente apresenta alta forca de
atracdo, enquanto que alto angulo de contato denota baixa atracao ente célula/superficie. Altas
forgas atrativas poderiam provocar tensdes excessivas que romperiam a membrana celular, ou
mais provavelmente estas tensdes influenciariam nas sinalizagbes transmitidas pelo
citoesqueleto, enquanto que baixas forgas atrativas ndo permitiriam a fixacdo adequada da
célula, sendo que ambos os efeitos influenciam negativamente o desenvolvimento celular.
Portanto, o desenvolvimento celular dificultado nos filmes PEl/latex e PEl/proteina, parece
ter origem em problemas opostos, mas ainda assim relacionados as forcas de interacdo, com

forgas excessivamente altas ou baixas demais para o desenvolvimento do FHN.
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PEl/proteinas . PEl/latex

Baixa interacao

Figura 83: Comparacdo de células com gotas d’agua para extrapolar quais sdo as forgas de interacdo entre
célula-filme LbL.

Sobre o filme PAH/latex se observou fibroblastos em diferentes graus de
desenvolvimento e espalhamento. A Figura 84A ilustra uma célula ndo aderida de 19 um de
didmetro, ocupando uma area de 280 umz2. Na Figura 84B aparece uma célula em processo
inicial de espalhamento celular (area de 250 pm? e dimensdes de 18 x 14 um). Note que a
imagem desta célula, poderia ser descrita como contendo forca de interacdo intermediéria se
observar a Figura 83. A Figura 84C apresenta dois FHN com morfologia tipica (célula 1 =
1.400 pm?2 e célula 2 = 3.600 pm?, aproximadamente) cujos contornos fundem-se com o
substrato dificultando a visualizagdo. Na Figura 84D vé-se FHN alongado com
prolongamentos em mais de um sentido. O desenvolvimento celular sobre o filme PAH/latex
apesar de ndo ser uniforme, induziu propagagdo celular além da observada no branco,

colaborando com os dados anteriores de MTT que apontou boa bioatividade para este filme.
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Figura 84: Imagens de FHN aderidos sobre filme PAH/latex. A) aumento de 6.000x (escala 1pum). B) aumento
de 7.000X (escala 1pm). C) aumento de 1.000x (escala 10pum). D) aumento de 3.000x (escala 2um).

No sistema PEI/HA+latex vérias células sdo observadas na Figura 85A, os FHN 1-3
sdo alongados apresentando morfologia tipica, ocupando areas de 240, 430 e 720 pum?
respectivamente para as células 1, 2 e 3. As estruturas identificadas como 4 e 5, apresentam
formato esférico e tamanhos de 80 e 85 pum2, respectivamente. A Figura 85C mostra a
ampliacdo da estrutura 5, por sua forma diferente de uma célula e pelo tamanho diminuto
essas estruturas foram identificadas como particulas de latex e ndo células. Esta estrutura tem
tamanho (9 x 10 um) e a forma confere com o observado na analise de MEV para o filme
PEI/HA+latex (Figura 50). A Figura 85B mostra uma célula também tipica, com nucleo bem
definido e prolongamento em sentido Unico (290 um?). Esse resultado difere da morfologia
anteriormente observada no ensaio de MTT em 7 dias de cultivo, mas concorda com o alto

indice de proliferacdo obtida depois com 14 e 21 dias.
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Figura 85: Imagens de FHN aderidos sobre filme PEI/HA+latex. A) aumento de 1.000x (escala 10um). B)
aumento de 3.000X (escala 2um). C) aumento de 10.000x (escala 1pm).

No filme PAH/HA+latex foi encontrado FHN (Figura 86A) com morfologia tipica,
ocupando area de 1.100 um2. A Figura 86B ilustra estrutura com forma diferente das células
observadas, porém as dimensdes (18 x 14 um) e a area ocupada (210 um?) nos levam a crer
que se trata de um fibroblasto com espalhamento andmalo. As imagens anteriores obtidas no
ensaio de MTT mostravam morfologia normal (Figura 67) em periodos mais longos de
cultivo. Isso sugere que esta superficie permitiu o desenvolvimento normal da célula, ou que a
célula visualizada nao representa o padrdo morfolégico de adesdo da maioria dos FHN sobre
o filme PAH/HA+Iatex.
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Figura 86: Imagens de FHN aderidos sobre filme PAH/HA+atex. A) aumento de 2.000x (escala 3um). B)
aumento de 10.000X (escala 1pm).

A amostra PEI/HA, que teve os maiores indices proliferativos em 21 dias de cultivo,
apresentou FHN alongados (Figura 87B). Nesta figura a célula 1 apresenta dimensdes de 100
X 19 um (1.200 pm?) e a célula 2 apresenta dimensdes de 60 x 8 um (350 um). Na célula 1,
ampliada na Figura 87A, verifica-se o inicio da propagagdo deste FHN para uma orientacao
ndo tipica. Novamente, retornando aos ensaios anteriores, verifica-se que o cultivo de FHN

sobre PEI/HA induziu morfologias tipicas (Figura 65) nos periodos de até 21 dias de cultivo.
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Figura 87: Imagens de FHN aderidos sobre filme PEIVHA. A) aumento de 5.000x (escala 1pm). B) aumento de
2.000X (escala 3um).

A Figura 88 indica, além de fibroblasto com aparéncia e crescimento normal (area

superior a 1.000 pum?), varios pontos dispersos pela superficie do filme PAH/HA. A
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morfologia de adesdo observada concorda com os altos indices proliferativos observados no
ensaio de MTT para 7 e 14 dias. Todavia, as estruturas menores, que nao foram vistas nas

analises anteriores de MEV (Figura 54), devem ser oriundas da degradagdo do filme.

Photo No.=29 8=Jul -2809
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Figura 88: Imagens de FHN aderidos sobre filme PAH/HA. Aumento de 3.000x (escala 3pum).

8.4.3 Sistema de heparina

O filme PEl/heparina adotado neste trabalho como modelo para bioatividade
apresentou na Figura 89A célula com nucleo central com 7 um de didmetro e citoplasma bem
distribuido ao seu redor atingindo area total superior a 500 um2. A propagacao foi inferior a
observada no branco, porém a forma e crescimento demonstram boa morfologia de adeséo
celular. A Figura 89B ilustra um fibroblasto alongado tipico com dimensfes de 90 x 6 um
(900 pm?) aproximadamente. Apesar da boa morfologia de ades&o celular, os fibroblastos
proliferaram com taxas inferiores ao controle sobre os filmes do sistema de heparina em
MTT. Provavelmente outros fatores, posteriores a fixagdo, dificultaram o desenvolvimento

celular.
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Figura 89: Imagens de FHN aderidos sobre filme PEl/heparina. A) aumento de 7.000x (escala 1um). B)
aumento de 3.000X (escala 3um).

Conclui-se que o padrdo morfolégico dos FHN nédo foi satisfatorio nos filmes de
PEl/proteina e PEI/latex, sendo verificada morfologia de adesdo aparentemente tipica nos
filmes PAH/proteina; PAH/latex; PEI/HA+latex; PAH/HA+latex; PEI/HA, PAH/HA e
PEl/heparina. Todos os filmes que permitiram bom espalhamento celular apresentaram
também bom desenvolvimento identificado pela curva de crescimento descrita no item
anterior (item 8.2). A (nica excecdo é verificada no filme PAH/proteina que apesar de
permitir espalhamento celular satisfatorio, os indices de proliferagdo foram baixos. Isso
provavelmente se deva a falta de atividade bioldgica das proteinas de latex, evidenciado no
item 8.3.

No geral, este ensaio para observar a morfologia celular, ndo apresentou muitas células
apos o processo de fixacdo e metalizacdo, apesar da quantidade inicial de células semeadas
(103 células). Portanto, estes resultados devem ser tratados com ressalvas, relacionado seus
dados com os ensaios anteriores de MTT para valida-los. Usando este critério, os Unicos
resultados que ndo colaboram com os dados de MTT sdo os filmes PAH/proteina e
PEI/HA+latex. Sobre PAH/proteina as células ndo se desenvolveram; e sobre PEI/HA+latex
os indices de proliferacdo foram positivo apenas apés 14 dias, resultados ndo justificados pela
morfologia de adesdo. Possivelmente, fatores aquém da morfologia sdo determinantes para a
proliferacdo sobre estes filmes, tais fatores permanecem inexplicaveis.

Apesar de este item tratar da observacdo do padrdao morfol6égico de adesdo celular, o
filme ao redor das células pode ser estudado. Analisando o fundo das imagens das células e
comparando-as com as imagens anteriores de MEV e AFM, assim como o préprio estudo de

degradacgéo por UV-vis observou-se:
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Os filmes PAH/proteina; PEl/proteina; PAH/latex; PEI/HA e PEl/heparina nédo
apresentaram alteracdo topografica cuja causa provavel reside no ensaio de
degradacdo. Esses filmes, com excecdo de PAH/latex (Figura 23) e PEl/heparina
(Figura 24), apresentaram pouca elevagédo na absorbancia em 3 dias durante o teste de
degradagéo.

Filmes de PAH/HA apresentaram pequenas estruturas ndo observadas na imagem
anterior de AFM (Figura 38) e MEV (Figura 54) com 5 bc, que apresentavam
superficie homogénea. E provavel que essas estruturas sejam resultantes da
degradacdo do filme, o periodo de cultivo coincide com o momento do aumento na
absorbancia no ensaio de degradacéo (Figura 23).

Os filmes PEl/latex e PAH/HA+latex apresentam-se mais homogéneos, sem as
particulas apresentadas nas microscopias anteriores.

O filme PEI/HA+latex mantém a topografia similar, apenas com menor quantidade de
particulas que anteriormente observado.

Atribuiu-se a maior alteracdo topogréfica dos filmes com latex a desestruturacéo

causada provavelmente pelos solventes orgénicos utilizados para desidratar e fixar as células

para a microscopia.
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9 DISCUSSAO COMPLEMENTAR

Através dos ensaios realizados, foi possivel perceber algumas relacdes entre as
caracteristicas fisicas e bioldgicas dos filmes propostos. A rugosidade, por exemplo, é ao que
tudo indica, diretamente proporcional a quantidade de material adsorvido, ou seja, a
absorbancia detectada. Isso pode ser constatado na Figura 90 que ilustra as absorbancias
detectadas nos filmes propostos, confeccionados com 10 bc. Olhando separadamente 0s
filmes com PEI e PAH, observa-se que estes apresentaram alta quantidade de material e
também alta rugosidade (Rms), o0 mesmo ocorrendo com os baixos indices. A mesma relagao
direta parece ocorrer entre 0 angulo de contato e a rugosidade da superficie. Superficies com
altos angulos tém alta rugosidade e baixos angulos apresentaram superficies homogéneas.
Fazendo estas duas relagdes, Rms/abs e Rms/angulo de contato, verifica-se que ha relagéo
direta também entre a quantidade de material e 0 &ngulo de contato, algo mais perceptivel nos

filmes com PEI (Figura 90).

UV-vis (Abs. em 10bc) Angulo de contato

Figura 90: Relagdo entre rugosidade (Rms), quantidade de material (abs.) e angulo de contato nos filmes
estudados.

Entretanto, filmes como PAH/proteina parecem fugir desta logica em relacdo a

absorbéancia, e PAH/HA em relagdo ao angulo de contato. O filme PEIl/heparina+bFGF néo
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foi analisado por AFM e nem angulo de contato, portanto, ndo possuimos dados para
comparacdo. O motivo da excecédo do filme PAH/proteina pode ser explicado pela maneira de
como filmes LbL de proteinas se formam, pois cada camada depositada equivale a duas
camadas de material [Landam et al., 2001]. Isso permite que o filme PAH/proteina apresente
alta absorbancia, mas mantenha a superficie do filme homogénea. A segunda excecdo

observada (os altos angulos no filme PAH/HA) permanece sem entendimento.

A rugosidade, porém, parece ndo influenciar no desenvolvimento dos fibroblastos. Os
angulos de contato também ndo, apesar de sabermos que angulos fora de 60-80° possam
reduzir o desempenho bioldgico de células, mas podemos considerar o fibroblasto como

excecdo [Lanza et al, 2007].

A proliferagéo celular propriamente dita parecer estar mais relacionada com as cargas
envolvidas e degradacdo do filme do que outras caracteristicas fisicas. Baseando-se para
tanto, nas diferencas entre os resultados de proliferacdo/espalhamento e degradacdo dos
filmes com PAH e PEI. Os tipos de policdtions parecem influenciar no desenvolvimento
celular, sendo que o emprego de PAH permitiu a obtengdo de resultados melhores em curtos
periodos. No entanto, os indices proliferativos dos filmes com PEI foram superiores em
periodos longos. Acreditamos que a diferenca destes resultados esteja relacionada com a
degradacédo dos filmes, cujo decaimento de material foi mais pronunciado nos filmes com
PAH do que PEI. Possivelmente seja necesséria que leve degradacéo nos filmes com PEI, ou

adsorcdo de meio de cultura, ocorra para que haja proliferacdo celular nessas amostras.

Para facilitar a visualizacdo (de parte) das correlagdes descritas acima, os dados
quantiziveis deste trabalho foram resumidamente dispostos na Tabela 14. Na tabela constam
os tempos usados na obtencdo dos filmes com a respectiva linearidade e absorbancia maxima
detectada na confecgéo, assim como os dados de rugosidade e angulo de contato. A atividade
bioldgica do filme foi traduzida em percentual positivo ou negativo em relagdo ao apresentado

no controle.
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Tabela 14: Resumo dos Resultados Quantificaveis

Tempos  Apsz  Linearidade Rugosidader Angulode  Bioatividade® (%)

Filmes LbL deposigéo® contato*

(min.) (u.a.) (R?) (nm) @) 7d 14d 21d
PAH/HA 3eb 0,147 0,972 7,7 75,6 531 -2,1 -48,8
PAH/HA+latex 3eb 0,192 0,990 71,8 74,4 1054 34,2 -46,0
PAH/latex 3eb 0,204 0,839 32,5 89,8 1429 72,6 42,3
PAH/proteina pH 3,0 3e5 0,215 0,948 3,7 - - - -
PAH/proteina pH 7,4 (desnat.) 3e3 0,483 0,968 - - -86,5 -88,0 -78,1
PAH/proteina pH 7,4 (in natura) 3e3 0,401 0,959 53 67,5 -96,4 -979 -91,0
PAH/proteina pH 9,0 3e3 0,351 0,871 43 - - - -
PEI/HA 3eb 0,584 0,999 25,1 60,5 -38,8 340 1254
PEI/HA+latex 3eb 1,173 0,996 34,2 77,4 447 23,4 25,2
PEI/Iatex 3eb 1,391 0,991 120,3 87,8 -67,7 -80,7 -61,7
PEl/proteina pH 3,0 3e5 0,149 0,911 6,8 - - - -
PEl/proteina pH 7,4 (desnaturada) 3e3 1,760 0,990 - - -90,4 -90,9 -90,0
PEl/proteina pH 7,4 (in natura) 3e3 0,667 0,995 7,6 67,8 -98,4 -99.4  -99,2
PEl/proteina pH 9,0 3e3 1,088 0,993 4.4 - - - -
PEl/heparina 3e3 0,176 0,981* 2,2 54,7 -93,7 92,3 12,9
PEl/heparina+bFGF 3e3 0,274 0,995* - - -48,7 -86,6 -950

1) Tempos respectivos para polication e polianion. 2) Absorbancia em 10bc. 3) Nos filmes com 5bc. 4) Resultados dos filmes com 9
camada. 5) Resultados em % do controle. * filmes com crescimento exponencial.
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10 CONCLUSOES

Os parametros usados na confeccdo dos filmes LbL propostos foram adequados,
permitindo a obtencéo de filmes com crescimento linear, com excegéo dos filmes do sistema
de heparina que apresentaram crescimento exponencial. O ensaio de degrada¢cdo comprovou
que os filmes ndo degradaram completamente no periodo avaliado de 21 dias. Pelas analises
de microscopias verificamos que os filmes LbL propostos recobriram satisfatoriamente a
superficie, e os filmes de latex apresentaram particulas dispersa e aglomeradamente
depositadas como previsto na literatura. Os ensaios bioldgicos revelaram que os filmes
PAH/Latex, PEI/HA, PAH/HA+l4tex, PEI/HA+Iatex, PAH/HA e PEIl/heparina apresentaram
proliferacdo celular positiva, em ordem decrescente, mantendo-se por até 21 dias. Com
excecdo dos filmes de heparina, todos os sistemas LbL apresentaram desempenho bioldgico
superior as solucdes testadas separadamente. Os melhores filmes, considerando os indices
proliferativos e a morfologia celular foram PAH/L&tex, PEI/HA, PAH/HA+latex, PAH/HA.
Os filmes como PAH/latex apresentaram bioatividade até 79% do detectado no bFGF, e
permitiram que fibroblastos humanos normais proliferassem até 143% mais do que sobre
poliestireno. Através desses resultados concluimos que esses filmes LbL sdo candidatos para
uso como biomaterial. Entretanto, ao contrario do inicialmente esperado, as proteinas do latex
natural ndo apresentaram atividade bioldgica, quer estivessem na forma de filmes LbL,
monocadas de proteinas ou mesmo dispersas no meio de cultura, independente da
concentragdo usada. Isso implica que a acdo bioldgica detectada nos filmes de latex natural
ndo foi definida pelas proteinas estudadas. Em suma, os filmes propostos foram
“automontados” sobre diferentes superficies: poliméricas, cerdmicas e metalicas; com bons
pardmetros para possivel comercializacéo. O tempo de fabricacéo foi vidvel, assim como as
condigdes para a manufatura em escala industrial: temperatura ambiente; solugbes muito

diluidas; e esterilizacéo répida e barata.
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11 PROXIMAS ETAPAS

Os objetivos foram alcangados e os melhores sistemas foram identificados, entretanto,
algumas caracterizagdes como FTIR permanecem ndo realizadas para todos os sistemas.
Todavia, devido a seus baixos desempenhos bioldgicos ndo seja interessante permanecer no
estudo destes filmes. Entretanto, ensaios biol6gicos mais aprofundados como ensaio em
membrana corioalantéica (CAM) para avaliar a angiogénese, PCR para identificar expressdo
génica ou mesmo andlises histolégicas da matriz extracelular serdo necessarios. Sem estes
estudos ndo ha como permitir a aplicagdo dos filmes PAH/latex; PAH/HA+latex; PAH/HA;
PEI/HA e PEI/HA+latex como biomateriais. Os resultados deste trabalho sugerem que futuras
avaliagbes com concentragdes mais baixas de PEI e/ou seu uso em outro pH (com menor
densidade de cargas), deve elevar a acdo proliferativa dos filmes. Terminar os filmes LbL

com uma camada de PEI ao invés de polianions talvez tenha o mesmo efeito.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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