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RESUMO
A imobilizacdo de células sobre superficies constitui um grande interesse para

diversas areas, tais como bioengenharia, imunologia, engenharia tecidual e
biomedicina. A técnica Layer-by-Layer (LbL) vem ganhando destaque, uma vez que
possibilita a formacao de filmes de multicamadas de polieletrélitos (PEMs), um grupo
versatii e de grande aplicabilidade. Trata-se de uma deposicao alternada de
polieletrélitos de cargas opostas em uma superficie. O uso de polimeros naturais
confere uma série de vantagens, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa toxicidade. Quitosana (CHI) e acido hialurénico (HA) sdo polieletrdlitos naturais
e comumente associados para formagcao de PEMs. Trabalhos anteriores
demonstraram a elevada afinidade do HA com os receptores CD44, presentes na
superficie de algumas células. Estudos mostram que varios tipos de cancer exibem
niveis elevados de HA, sendo este utilizado para a avaliagcdo das interagdes
celulares que estdo associadas a progressao do cancer. O cancer de préstata (CaP)
€ um tumor de crescimento lento, tendo no diagndstico precoce a maior chance de
controle e cura da doencga. Neste projeto, estudou-se a seletividade de PEMs de
HA/CHI quanto a sua capacidade de capturar células prostaticas tumorais (LNCaP,
DU-145 e PC3) e nao-tumoral (RWPE-1). Forca ibnica, pH, grau de acetilacdo da
quitosana e numero de bicamadas depositadas foram os fatores estudados na
alteracao das caracteristicas da superficie, composicao e carater seletivo de captura
celular das PEMs. Em uma hora de incubacéo, apenas a linhagem tumoral PC3
alcangou valores significativos de adesao celular, apontando os filmes (HA3/CHI3)3 5
100mM e (HA5/CHI5)35 100mM como a otimizagao das variaveis de preparagao. A
reduzida adesédo da linhagem PC3 nos controles utilizados (flmes de ALG/CHI,
tratamento das células com hialuronidase e anticorpo especifico para CD44)
destacou a atuagdo do HA como mediador direto no processo de adesao célula-
filme. Assim, é possivel verificar a potencial aplicacdo destes filmes como
plataformas para a captura seletiva de linhagens tumorais, sendo a exploragdo da
interacdo CD44-hialuronato passivel de aplicagcdes biotecnolbgicas diversas.

Palavras-chave: Adesdo celular; Filmes multicamadas; CD44; Acido hialurénico;
Quitosana.



ABSTRACT

The immobilization of cells on surfaces is a great interest to many fields such as
bioengineering, immunology, tissue engineering and biomedicine. The Layer- by-
Layer technique (LbL) has been gaining attention because it enables the formation of
polyelectrolyte multilayers (PEMs), a versatile group with a wide range of application.
It is an alternating deposition of oppositely charged polyelectrolytes on a surface. The
use of natural polymers confers a number of advantages such as biocompatibility,
biodegradability and low toxicity. Chitosan (CHI) and hyaluronic acid (HA) are natural
polyelectrolytes and commonly associated to the build up of PEMs. Previous works
have demonstrated the high affinity of HA with CD44 receptors which are present on
the extracellular surface of certain cells. Studies show that various cancers exhibit
high levels of HA, which is used for the assessment of cellular interactions that are
associated with cancer progression. Prostate cancer is a slow-growing tumor and the
early diagnosis increases the chance of control and cure of the disease. In this work,
we studied the selectivity of HA/CHI PEMs for their ability to capture prostatic tumor
cells (LNCaP, PC3 and DU-145) and non- tumor cells (RWPE-1). Changes on the
surface, composition and selective character of cell capture of the PEMs were
promoted by altering the ionic strenght, pH, degree of acetylation of chitosan and
number of deposited layers. Only tumor line PC3 achieved significant values of cell
adhesion, indicating the films (HA3/CHI3)35 100mM and (HA5/CHI5)35 100 mM as
the optimization of preparation variables. Reduced adhesion of the PC3 line used in
controls (ALG/CHI films, treatment of cells with hyaluronidase and antibody specific
for CD44) highlighted the HA's role as a direct mediator in cell-film adhesion process.
The CD44-hyaluronate interaction can be explored for several biotechnological
applications and it is possible to verify the potential application of these films as
platforms for the selective capture of tumor cell lines.

Keywords: Cell adhesion; Films multilayers; CD44; Hyaluronic acid; Chitosan.
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1. INTRODUCAO

Estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de 2016
apontam o Céancer de Prostata (CaP) como o segundo tipo mais frequente de cancer
entre os homens, atrds apenas do cancer de pulmdo. O CaP é um tumor de
crescimento lento, tendo, dessa forma, no diagndéstico precoce a maior chance de
cura da doenca. As ferramentas da nanotecnologia tém proporcionado o
desenvolvimento de novos métodos de prevengdo, deteccdo e tratamento. No
entanto, a busca por novos marcadores para o prognostico dessa doenca é um
desafio.

Trabalhos anteriores demonstraram a elevada afinidade do hialuronato, em
filmes de quitosana (CHI) e &cido hialurénico (HA), com os receptores CD44 na
superficie de linfécitos B, células T e macréfagos (SWISTON et al, 2008;
VASCONCELLQOS et al., 2010). O CD44 é uma glicoproteina extracelular envolvida
em multiplos processos celulares entre eles a ades&o celular, tendo como seu
principal ligante o acido hialurbnico, sendo assim um importante elemento na
interacao entre célula-célula e célula-matriz (ZOOLER et al., 2011). Outros trabalhos
revelam ainda que varios tipos de cancer exibem niveis elevados de HA, sendo este
utilizado para o estudo das interagdes celulares que estdo associadas a progressao
do cancer, incluindo a adesao celular, motilidade e diferenciacdo (ZOLLER et al.,
2011; TOOLE et al., 2002; DICKINSON et al., 2010).

A quitosana (CHI) é um polieletrolito catidnico natural bastante versatil,
originada da hidrélise das amidas da quitina. Dependendo de como ocorre este
processo, pode ter propriedades como massa molecular e grau de acetilacao
controladas (ROBERTS, 1992). A desacetilagdo de beta-quitina assistida por
irradiacao de alta intensidade, DAIUS, é uma recente alternativa de processo para
controle destas propriedades (DELEZUK et al., 2011). O &cido hialurénico (HA) é
um polieletrélito negativo comumente associado a quitosana para a construcdo de
filmes multicamadas de polieletrélitos (PEMs) (FENG et al.,, 2005; CHUA et al.,
2008).

A técnica Layer-by-Layer (LbL) vem ganhando destaque, uma vez que
possibilita a formacgédo de filmes multicamadas de polieletrélitos (PEMs), um grupo
versatil e de grande aplicabilidade. Com o uso da técnica, uma grande variedade de
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materiais tem sido produzida com uma diversidade de aplicacbes. As aplicagoes
médicas sao muitas, como sistemas de liberacao de farmacos, adesivos
odontolégicos e materiais de regeneracgao para tecidos (KOTZ, 1996).

Na técnica de LbL, a deposigéo alternada de polieletrdlitos de cargas opostas é
obtida pelo processo de adsorgcédo destes em um dado substrato (SWISTON et al.,
2008). Polieletrélitos sdo polimeros com cargas positivas (polications) ou negativas
(polianions). Estudos sobre a preparacao de PEMs tém crescido exponencialmente,
focando, entretanto, na utilizacdo de polimeros sintéticos. A utilizagdo de polimeros
naturais, por sua vez, apresenta uma série de vantagens na area de processos
biotecnoldgicos, em virtude de suas propriedades, tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade (ASSIS & SILVA, 2003).

Neste projeto de pesquisa, foi proposto o estudo da seletividade de PEMs de
HA e CHI via LbL quanto sua capacidade de capturar células tumorais prostaticas
(LNCaP, DU-145 e PC3) e nao-tumoral (RWPE-1). O crescimento e a organizacao
molecular desses filmes dependem de fatores como pH, forga ibnica e grau de
acetilacdo das solugdes poliméricas e o numero de bicamadas de polieletrélitos
depositadas. Estas variaveis foram modificadas a fim de investigar as suas
relevancias nas propriedades fisicas e no potencial seletivo de captura celular
destes filmes. Além disso, foram realizados ensaios com hialuronidase e anticorpo
especifico para o receptor CD44 a fim de investigar como se da a relacao de
interacdo CD44-hialuronato na superficie extracelular e no processo de adesao
celular em filmes de HA/CHI.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudo sobre a adesao de células tumorais em filmes finos LbL de quitosana
e &cido hialurénico. A seletividade desta adesdo viabiliza a captura seletiva de

células para aplica¢des diversas.
2. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificacdo do potencial seletivo de filmes finos preparados com quitosana e
acido hialurénico via LbL na captura de células para aplicacdes diversas;

e Investigacdo dos fatores de formacédo de filmes de quitosana e &cido
hialurénico de forma a otimizar a seletividade na captura de células;

o Caracterizagédo geral dos filmes finos de multicamadas através das técnicas
Espectroscopia de UV-Vis, Microscopia de Forca atdmica, Espectroscopia de
Foto-elétrons de Raios X, Angulo de contato e Microscopia eletrdnica de
varredura;

e Investigacdo da interacdo CD44-Hialuronato através de testes de adeséao

celular.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. LAYER-BY-LAYER

A técnica de Layer-by-Layer (LbL), estudada inicialmente por ller (ILER,
1966), consiste na deposicao alternada de polieletrélitos de cargas opostas na
superficie de um material, sélido ou colbéide, promovendo a formacdo de filmes
multicamadas de polieletrélitos (PEMs) (DECHER et al., 1992; DECHER, 1997).
Depositando uma camada molecular por vez, permite, dessa forma, que um grande
namero de materiais diferentes possa ser incorporado a estrutura do filme. A
interacao eletrostatica é a principal forca motriz responsavel pela montagem LbL dos
filmes ultrafinos (DECHER, 1997), como demonstrado na Figura 1, uma vez que

existe o contato alternado de cargas opostas no substrato.

~

Lavagem

| =

! Polication )
Figura 1- Etapas envolvidas durante processo de Layer-by-Layer
Fonte: Adaptado de Hernandez-Montelongo et al. (2016).
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A priori, ndo ha restricbes quanto a morfologia e ao tamanho do substrato
utilizado no processo de adsorcao, ja que os polimeros se encontram na forma de
solugdes diluidas, o que possibilita 0 recobrimento de uma infinidade de materiais
(DECHER, 1997). Mostra-se como um processo pratico de funcionalizagdo, onde
superficies lisas ou estruturalmente mais elaboradas podem ser revestidas.
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Trata-se de uma técnica de adsorcao bastante versétil, cujo processo é facil e
de baixo custo, que possibilita a funcionalizacdo de uma variedade de materiais
(ARIGA et al., 2007). Talvez sejam essas as principais vantagens atreladas a técnica
LbL. A respeito de sua versatilidade, a técnica LbL é capaz de imprimir um controle
rigoroso sobre a funcionalidade, composicdo e as propriedades dos filmes
multicamadas (DECHER, 1997). Ajustando variaveis experimentais como pH, for¢ca
ibnica e concentracao do polieletrélito, modificagdes em nivel molecular do filme
podem ser feitas, ajustando, dessa forma, propriedades como rugosidade,
espessura e porosidade das PEMs (DUBAS & SCHLENOFF, 1999; SHIRATORI &
RUBNER, 2000).

Cada ciclo de deposicao polimérica produz uma estrutura complexa e
interpenetrada referida como bicamada. A seguinte notacdo é comumente utilizada:
(Poli1X/Poli2Y)n. Poli1 e Poli2 referem-se a abreviacdo do nome de cada polimero
utilizado, X e Y referem-se ao pH das solu¢des utilizadas durante a deposi¢cao das
multicamadas, enquanto n refere-se ao numero de bicamadas que foram
depositadas (SWISTON et al., 2008).

Este ciclo pode ser repetido tantas vezes quantas forem necessarias. Os mais
diversos materiais ionicamente carregados podem ser combinados, tais como
polieletrélitos, proteinas, DNA, nanoparticulas e lipossomas (DECHER &
SCHLENOFF, 2002).

As forgas motrizes responsaveis pelo crescimento dos filmes ndo incluem
apenas interacoes eletrostaticas, como ja foi citado. Podemos também destacar
forcas nao-eletrostaticas, interagdes hidrofébicas, ligacbes de hidrogénio
(STOCKTON & RUBNER, 1997; CLARK & HAMMOND, 2000; SUCH et al., 2011),
ligacGes covalentes (YAN et al., 1999; HUCK et al., 2000) e forgas de Van der Waals
para a formacao de filmes multicamadas. Existe, assim, uma interagao entre a ultima
camada depositada e as camadas mais internas, gerando multicamadas
interpenetradas e um complexo de polieletrélitos (YOO et al., 1998).

Varios métodos de deposicao ja foram propostos para a confeccéo dos filmes,
tais como: revestimento por deposi¢do estatica, revestimento por movimento rotativo
e pulverizacao (BOUDOU et al., 2010).
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3.1.1. Parametros relevantes de LbL

Uma série de variaveis utilizadas durante a deposicdo via LbL exercem
influéncia no controle das propriedades fisicas dos filmes produzidos. Sao eles:
concentracdo das solugcbes do biopolimero, tempos de adsorcdo, tempos de
lavagens, umidade relativa do ar, forca idnica, pH, temperatura, tipos de agitacéo
durante a adsorcdo e lavagem, velocidade de imersao, entre outros (DECHER &
SCHLENOFF, 2002).

A escolha do par de polieletrélitos € também uma variavel importante, posto
que, a partir de um certo numero de bicamadas, a influéncia do substrato utilizado
sera pequena, tendo, neste caso, os polieletrolitos escolhidos potencial influéncia
sobre as propriedades e estrutura da PEM produzida (DECHER, 1997).

As PEMs podem ser fabricadas a partir de polieletrélitos fortes, fracos ou uma
combinacao destes. A grande diferenca entre PEMs formadas por polieletrolitos
fortes e PEMs de polieletrélitos fracos reside no fato de que polieletrdlitos fracos
permitem que sua densidade de cargas, ao longo da cadeia polimérica, seja mais
facilmente controlada com o do ajuste do pH (SHIRATORI & RUBNER, 2000).
Assim, obtém-se um controle mais rigido sobre as propriedades fisicas da estrutura
polimérica quando se trabalha com polieletrélitos fracos, sendo possivel ajustar
espessura, conformacao e densidade de carga linear (SHIRATORI & RUBNER,
2000).

A forca ibnica das solucdes de polieletrélitos € um parametro diretamente
relacionado com o controle da espessura das camadas depositadas. A variacao da
forca ibnica nessas solucdes é obtida com a adicao de um sal, como, por exemplo, 0
Cloreto de sédio (NaCl). Em trabalhos anteriores, verificou-se que o aumento da
forca ibnica, dentro de limites estabelecidos, resulta no aumento da espessura do
filme (DECHER & SCHMITT, 1992). Quanto as etapas de lavagem, a imerséo de
filmes em solucbes de sal e, logo em seguida, de agua pura consiste num
mecanismo de abertura e fechamento das pontes salinas entre os ions presentes
nas cadeias poliméricas dos polianions e polications (DUBAS & SCHLENOFF,
2001).

Em nivel termodindmico, é apontado, em estudos recentes, um ganho de

entropia global em estudos mais recentes no processo de recobrimento via LbL em
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virtude da liberacdo de contraions, resultado da interagdo entre os polianions e
polications. Este, inclusive, é indicado como sendo o fator mais importante para a
formacao das multicamadas (LAUGEL et al., 2006).

3.1.2. Aplicacoes biotecnolégicas de PEMs

A técnica LbL pode ser aplicada a superficies de diferentes formatos e tipos,
tais como microcapsulas, coléides ou células biol6gicas (DECHER & SCHLENOF,
2002). Em virtude da grande aplicabilidade nas areas da medicina e biotecnologia,
as interacdes de células com as superficies das PEMs vém sendo exponencialmente
estudadas.

As fungdes naturais exercidas pelas células, entretanto, ndo devem ser
alteradas quando em contato com outro sistema. Além disso, a endocitose de tais
materiais pelas células deve ser muitas vezes evitada. Diversos trabalhos vém
demonstrando que esta propriedade esta intimamente relacionada com o tamanho,
forma, orientacdo e composi¢cdo quimica da superficie apresentados por estes
materiais (LIU et al.,2012; DOSHI et al., 2010).

A adsorcao e/ou incorporacao de farmacos em filmes ou capsulas obtidos por
LbL vem ganhando a atencdo de diversos grupos de pesquisa nos ultimos anos.
Isso porque a técnica empregada na construcdo de PEMs por LbL permite que uma
grande variedade de materiais seja incorporado e entdo liberados de forma
controlada (BOUDOU et al.,2010; SCHNEIDER et al., 2007).

A entrega direcionada de farmacos no local desejado vem sendo bastante
explorada, atualmente. As inovagdes proporcionadas pela nanotecnologia sao, cada
vez mais, utilizadas no tratamento de doencgas. A funcionalizacdo da superficie de
células vivas com patches ou nanoparticulas € um bom exemplo (DOSHI et al.,
2011; MOON et al., 2011).

Diversos trabalhos vém utilizando a técnica de encapsulagédo polimérica, por
exemplo, como forma de conceder novas propriedades fisico-quimicas a superficie
das células sem interferir na viabilidade celular (SVALDO-LANERO et al., 2007;
DIASPRO et al. 2002; HILLBERG et al., 2006). Dessa forma, através do controle
rigoroso das propriedades fisico-quimicas permitido pela técnica LbL com o ajuste
de parametros como pH, forca ibnica e numero de bicamadas depositadas, é



23

possivel funcionalizar superficies potencialmente aplicaveis a processos

biotecnoldgicos.
3.2. BIOPOLIMEROS

A sequir, estdo apresentados os polimeros naturais utilizados nesse trabalho
para a fabricagcdo dos filmes multicamadas de polieletrolitos através da técnica de
LbL: quitosana (CHI), acido hialurénico (HA) e alginato de s6dio (ALG).

3.2.1. Quitosana (CHI)

A quitosana (CHI) € um polimero obtido através da desacetilacdo da quitina,
um polissacarideo presente na carapaca de crustdceos e exoesqueletos de
artropodes, sendo um dos polissacarideos mais abundantes na natureza e
comparavel a celulose (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006).

Por se tratar de um aminopolissacarideo hidrofilico (ASSIS & SILVA, 2003),
biodegradavel, atéxico, biocompativel e altamente sollvel, seu uso vem sendo
estudado em diversas areas, como engenharia ambiental e biomédica (RINAUDO,
2006). Sua utilizagdo no desenvolvimento de formulacdes e tratamentos terapéuticos
tem sido explorada (ROBERTS, 1992).

A CHI é composta de unidades de glicosamina e N-acetil-glicosamina
agregadas por ligacées B-(1-4)-glicosidicas (SILVA et al., 2006), como pode ser
observado na Figura 2.

1»Dﬂ—w :

Figura 2 - Estrutura quimica da quitosana
Fonte: Adaptada de Silva et al. (2006).
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Considerada como uma base fraca (pka=6,3), a quitosana torna-se soluvel em
solugdes aquosas diluidas de 4cidos. Os acidos mais utilizados costumam ser acido
aceético e acido cloridrico. Dessa forma, em meios acidos (pH<6), a maioria dos
grupamentos aminos (-NH») encontram-se com carga positiva. No entanto, em
valores de pH maiores do que 6,3, a quitosana torna-se um polimero insoltuvel, uma
vez que a dissociagdo dos grupos amoénio (-NH3") reduzem a quantidade de cargas
positivas (YONG-WOO et al., 2000). Assim, a insolubilidade é alcancada ao chegar-
se préximo do valor de pKa.

A solubilidade da quitosana é funcado do seu grau de desacetilacdo, ou seja,
da quantidade de grupos (-NH3*) presentes nas cadeias. Quanto maior a repulsdo
eletrostatica resultante de uma grande quantidade destes grupos, maior a
solubilidade das cadeias. Dessa forma, pode-se afirmar que a solubilidade da
quitosana esta associada ao método de desacetilacdo pelo qual foi preparada
(SIGNINI & CAMPANA-FILHO, 2000).

A presenca de trés tipos de grupos funcionais reativos, um grupamento
amino, um grupo hidroxila primario e um grupo hidroxila secundario na estrutura da
quitosana permite inUmeras possibilidades de modificacdo do biopolimero
(RINAUDO, 2006; PILLAI & PAUL, 2009). Com isso, uma série de materiais de
sustentacdo para a engenharia de tecidos, por exemplo, pode ser produzido.
Alteracbes nas propriedades mecanicas e biolégicas também sdo possiveis dadas
as possibilidades de modificagcoes covalentes e i6nicas (RIVA et al., 2011).

Além das propriedades ja citadas, podemos destacar alta solubilidade, alta
reatividade quimica, alta processabilidade, moldabilidade, assim como um potencial
antimicrobiano (HERNADEZ-MONTELONGO et al, 2016; TAKETA, 2013;
RINAUDO, 2006). A atividade antimicrobiana pode ser explicada através das
interagcdes entre os grupos amino que sao carregados positivamente em meios
acidos e a membrana celular, por sua vez carregada negativamente, o que promove
a ruptura e liberacdo de compostos intracelulares de microrganismos (FOUDA et al.,
2009).

A CHI apresenta-se de diversas formas quanto a origem, viscosidade, grau de
acetilagdo, massa molecular. O grau de desacetilagdo (GD) da quitosana, ou seja, a
porcentagem de grupos amino presentes, depende da quantidade de glicosamina na
sua estrutura molecular. Logo, o procedimento de preparagédo, assim como a fonte
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do biopolimero promovem uma variagdo na sua massa molecular (300 a 1000 kDa)
e no GD (30 a 95%) (RINAUDO, 2006).

Juntamente com a massa molar média, o grau de desacetilagdo tem
influéncia determinante nas propriedades da quitosana como, por exemplo, na sua
solubilidade (SANTOS et al., 2003; SIGNINI & CAMPANA-FILHO, 2001). Pode-se
relacionar, dessa forma, a solubilidade de diferentes quitosanas ao método utilizado
para promover a sua desacetilagdo.

O processo de desacetilagdo da quitina pode ocorrer sob condigbes acidas ou
alcalinas, sendo mais comumente realizada na presenca de bases. Uma vez que
sdo muitas as condi¢des influenciando o processo, a composicao da quitosana é
variavel. O método mais usual de desacetilagdo da quitina utiliza o hidréxido de
sédio como base em temperaturas muito altas durante varias horas (LAMARQUE &
VITON, 2004). No entanto, este processo promove uma forte despolimerizagdo da
quitosana, gerando ainda produtos desacetilados heterogéneos. Varios estudos e
metodologias propéem alternativas para este método. Nesse novo cenario, 0
processo de ultrassom de alta intensidade (DAIUS) tem sido bastante utilizado,
apresentando como resultado quitosanas com elevadas massa molares (M = 7x10°
g/mol) e altos graus de desacetilacdo (GD >90.9%) (CAMPANA FILHO e SIGNINI,
2002; DELEZUK et al., 2011).

3.2.2. Acido Hialurénico (HA)

O acido hialurénico (ou hialuronato, HA) é um polissacarideo extracelular
abundantemente distribuido em tecidos conectivos de animais como componente
principal no preenchimento entre células (LACPIK et al., 1998). Como pode ser visto
na Figura 3, trata-se de um copolimero linear composto de acido D- glicurénico e N—
acetil-glicosamina. (KOGAN et al., 2007; RINAUDO, 2008). O HA, isolado na forma
de sal de sédio, utilizado neste projeto de pesquisa é proveniente de cepas da
espécie Streptococcus equi.
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Figura 3 - Estrutura quimica do acido hialurénico
Fonte: Adaptada de KOGAN et al. (2007)

Uma caracteristica deste poliacido € o seu valor intrinseco de pKa (pKa ~ 3,0)
que permite a formacao de géis ou esponjas para aplicacées biomédicas quando o
pH da solugédo é diminuido, pela adicao progressiva de HCI, em torno do pH = 2,5
(RINAUDO, 2008).

O HA é um polieletrélito negativo comumente associado a quitosana para a
construcdo de membranas polieletroliticas (VASCONCELLOS et al., 2010; FENG et
al., 2005; CHUA et al., 2008). Apresenta propriedades viscoelasticas e carater semi-
rigido, tendo sua biocompatibilidade como justificativa para o extensivo uso na area
dos biomateriais (LAPIK, 1998; NECAS & BARTOSIKOVA, 2008). Na engenharia de
tecidos, pode-se citar a criagdao de pele artificial, implantes, suplementacdo em
doencas articulares, filmes e matrizes para regeneracédo tecidual, entre outras
(RINAUDO, 2008).

3.2.3 - Alginato de sédio (ALG)

O alginato de sédio é um carboidrato hidrofilico extraido com alcali diluido a
partir de varias espécies de algas do género Phaeophyceae. E composto por
ligagdes 1-4 de acido B-D-manurdnico (M) (pka = 4,0) e acido a-L-gulurénico (G)
(pka = 3,5) (KING, 1983; MOE et al, 1995). Estes monémeros encontram-se
organizados em blocos ao longo da cadeia molecular compostos por blocos de
homopolimeros (GG e MM) juntos com blocos de monémeros alternados (MG) na
mesma molécula (SMIDSR@D, 1974). A Figura apresenta a estrutura quimica do
Alginato de sodio. Fonte: Adaptada de TAO et al., 2007
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Figura 4 - Estrutura quimica do alginato de sodio
Fonte: Adaptada de TAO et al. (2007)

Possui em sua estrutura grupos carboxilicos em cada constituinte residual e
varias habilidades funcionais. A propriedade mais utilizada é sua capacidade em
reagir com cations polivalentes a fim de produzir géis fortes ou polimeros insoluveis
(GRANT et al., 1973). Tem sido associado com a quitosana (CHI) através da técnica
Layer-by-layer para construcao de filmes (YANG et al., 2007; VASCONCELLOS et
al., 2010). Em virtude da sua biocompatibilidade, possui diversas aplicacbes
biotecnoldgicas, tais como liberacdo de medicamentos e proteinas (GOMBOTZ &
WEE, 1998; KNILL et al., 2004).

3.3. FILMES DE ACIDO HIALURONICO E QUITOSANA (HA/CHI)n

Os filmes multicamadas gerados pela deposicdo do par de biopolimeros
quitosana e acido hialurénico apresentam, como principais caracteristicas,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que justifica sua grande aplicacdo nas
areas biotecnolégicas. Alguns estudos avaliaram o comportamento de adesao de
células aderentes, como, por exemplo, osteoblastos e fibroblastos na superficie de
filmes (CHI/HA), (RICHERT et al., 2002, 2004 A, B; THIERRY et al., 2003; CROLL et
al., 2006; SCHNEIDER et al., 2007 A,B,C; CHUA et al., 2008).

Alguns trabalhos investigaram a adesao de proteinas em filmes de (CHI/HA)n.
A adesao de proteinas pode resultar em respostas imunoldgicas e inflamacgdes,
mostrando-se bastante aplicavel na area de engenharia tecidual e implantes. Filmes
multicamadas PEMs de (CHI/HA), possuem elevada resisténcia a adesado de

proteinas e, quando funcionalizados com biomoléculas, como o colageno IV, atuam
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no reconhecimento de superficie e adesao eficiente por fibroblastos (CROLL et al.,
2006).

PEMs de (HA/CHI), foram também construidos a fim de funcionalizar
superficies de vidro para aplicagdo antimicrobiana, através da modificacdo da
densidade e mobilidade de cargas catibnicas, visando dificultar a adesdo ou
crescimento de micro-organismos (TAKETA, 2013; HERNANDEZ-MONTELONGO et
al., 2016). Filmes (HA/CHI) contendo ions Ag* foram capazes de inibir o crescimento
da cepa Candida albicans (TAKETA, 2013).

Tém sido também utilizados como recobrimentos de préteses dentarias e
incorporacgao/liberacdo controlada de farmacos, em ensaios in vitro e in vivo.
Estudos demonstraram que a reticulagdo dos filmes de CHI/HA aumentou a
resisténcia a degradacdo de enzimas (lisozima e amilase) encontradas na saliva
(ETIENNE et al, 2005). PEMs de CHI/HA apresentam superficies que podem
significativamente resistir a adesdao de proteinas presentes na saliva humana
(BONGAERTS et al., 2009). PEMs de CHI/HA podem ser usadas no recobrimento
de substratos de polietileno tereftalato (PET) a fim de imobilizar tripsina e identificar
proteinas mioglobina, citocromo ¢ e albumina de soro bovino (LIU et al., 2006).

Os polieletrélitos podem se comportar em solugcdo como acidos ou bases
fracas. Dessa forma, o grau de ionizacado destes polieletrélitos pode ser favorecido
ou ndo pelo pH do meio, dependendo da constante de dissociacdo (pK) do
composto. Dessa forma, conhecer a constante de dissociacdo do acido (pka) do
acido hialurénico e a constante de dissociacdo da base (pkb) da quitosana é
necessario, dado que variado o pH, a interacdo eletrostatica entre estes se dara de
forma diferente na construcao das bicamadas (DENUZIERE et al., 1996; RINAUDO
et al., 1999; LA"PIK et al., 1998; CLELAND et al., 1982). A Figura 5 apresenta um
esquema da variagdo da forma da ligacao iénica em pH's diferentes.
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Figura 5 - Esquema da ligacao i6nica entre CHI (pKb = 6,0) e HA (pKa = 2,9) em
(A) pH 3; (B) pH 5,0

Fonte: Tese Vasconcellos (2011).

A significativa diferenca entre o grau de ionizagdo da CHI e do HA em pH 3
aponta a necessidade da deposi¢cdo de um grande numero de cadeias de HA, que
se encontra menos ionizado, a fim de estabelecer uma compensacédo das cargas
positivas da CHI, que se encontra altamente protonada, promovendo a formacéao de
filmes HA/CHI mais espessos (TAKETA, 2013). A Tabela 1 abaixo apresenta o grau
de ionizagdo dos polimeros CHI, HA e ALG nas faixas de pH avaliadas neste
trabalho.

Tabela 1 - Grau de ionizacao dos polimeros CHI, HA e ALG segundo a equacao
de Henderson-Hasselbalch

pH 3 pH5
Quitosana (CHI) 99,90% 90,91%
Acido Hialurénico (HA) 50,00% 99,01%
Alginato de sédio (ALG) 55,73% 99,21%

Na faixa de pH mais elevado, o alto grau de ionizagdo de ambos os polimeros
favorece a compensacédo de cargas, sugerindo a formagdo de filmes mais finos
(TAKETA, 2013). Neste trabalho, a aplicacdo das PEMs de HA e CHI destina-se a
formagédo de uma regido adesiva em substratos de vidro para captura seletiva de
células tumorais. Em sua fabricagdo via LbL, serdo avaliados os fatores pH e forca
ibnica das solugdes de CHI e HA, o grau de acetilacdo da CHI e o numero de
bicamadas depositadas no substrato a fim de entender os efeitos e a relevancia
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destas variaveis nas propriedades fisicas e no potencial seletivo de captura celular
destes filmes.

3.4. FILMES DE ALGINATO DE SODIO E CHITOSANA (ALG/CHI)n

As PEMs formadas por quitosana e alginato de sdédio apresentam como
propriedades boa estabilidade mecanica e biodegradabilidade (YANG et al., 2007).
Atraveés do controle do pH, é possivel controlar a compensagéo de cargas entre 0s
polieletrélitos, como demonstrado para as PEMs de CHI e HA no tépico anterior.
Estudos anteriores indicaram PEMs de ALG e CHI na funcionalizacdo de
membranas de acetato de celulose aplicadas para nanofiliragao (LAJIMI et al.,
2004), na liberacao controlada de farmacos (YE et al, 2005), na producdo de
nanotubos biodegradaveis (YANG et al, 2007) e encapsulagdo de células
(HILLBERG et al., 2006; WU et al., 2009).

De acordo com a Tabela 1, percebe-se que o polimero alginato de sédio
possui comportamento semelhante ao do HA quanto ao grau de ionizagdo em
solucdo nas faixas de pH’s trabalhadas. Neste trabalho, a fabricacdo de PEMs de
ALG e CHI foi utilizada como forma de controle e comparacao as PEMs de HA/CHI
quanto a adesao celular, ja que HA e ALG sdao comumente associados a CHI e

apresentam-se negativamente carregados de maneira semelhante em pH 3 e 5.

3.5. INTERACAO CD44-HIALURONATO

O CD44 é uma glicoproteina extracelular que estd associada a inumeros
processos celulares, tais como a adeséo celular, apoptose, proliferacdo, migracao
celular (Zoller et al., 2011). No processo de adesao celular, tem como seu principal
ligante o acido hialurdnico (HA), sendo este um importante elemento na interacdo
entre a célula-célula e célula-matriz (Zoller et al., 2011). O HA é o principal
componente na matriz extracelular dos tecidos de mamiferos que se acumula na
divisdo celular e no rapido modelamento da matriz, que ocorre durante a
tumorigénese (Toole et al., 2001).

O HA encontra-se amplamente presente e distribuido na matriz extracelular,
sendo responsavel por regular a migracdo de células nos tecidos durante a
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morfogénese embrionaria, cicatrizacdo de feridas e enderegcamento (homing) de
leucocitos inflamatérios (TAMMI et al.,, 2002; TOOLE et al., 2002). A expressao do
antigeno CD44 é relatada em células T, células B e em outros tipos de células
positivas ao antigeno CD44, como, por exemplo, as células epiteliais, células gliais,
fibroblastos e midcitos. O HA faz varios tipos de interacdes fracas com as células
migratérias através da molécula CD44, um receptor de membrana expresso
abundantemente nos leucdcitos, entre outros tipos de células (PONTA et al., 2003).

O receptor CD44 mostra-se como potencial marcador de agressividade de
varias neoplasias (Zoller et al, 2011). Variados tipos de tumores expressam
isoformas de CD44 que tém sido associadas a progressao do cancer (Paradis et al.,
1998). No que se refere ao cancer de prostata, poucos estudos exploram o papel do
CD44 (Iczkowski et al., 2003), nao sendo conhecido ainda seu comportamento.

As proteinas existentes nos receptores CD44 sdo encontradas em trés
estagios quanto a ligagdo com o HA: uma forma inativa, uma induzida por estimulos
fisioldgicos e outra ativa (Lesley et al., 2000). A expressao ativa do CD44 tem sido
associada a progressao tumoral em diversos carcinomas (Uhlsteid M et al., 1995;
Joensuu et al., 1993). A expressao aumentada do antigeno CD44 é encontrada em
alguns carcinomas e relata-se que a transicao das linhas celulares de tumor de nao
metastaticas para metastaticas pode ser associada com mudancas na expressao
das variantes do antigeno CD44 (Abbas & Lichtman).

A interagdo do CD44-hialuronato ¢é dominada pela forma e
complementaridade exibida pelas ligacbes de hidrogénio, envolvendo duas
conformacgdes possiveis do receptor (BANERUJI et al., 2007). A Figura 6 exibe uma
representacdo da ligacdo entre os receptores CD44 presentes na superficie das
células e o HA presente na estrutura dos filmes de HA/CHI. Pode-se destacar ainda
um efeito eletrostatico nessa interagao, uma vez que o HA possui carga negativa e o
CD44, por sua vez, carga positiva.
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Figura 6 - Representacao da interacao entre o receptor extracelular CD44 e o
acido hialurénico de filmes (HAX/CHIY)n

Estudos tém mostrado que varios tipos de cancer exibem niveis elevados de
HA e que um aumento da quantidade de HA corresponde a um mau progndéstico do
paciente. O HA tem sido implicado nas interacdes celulares que estdo associados
com a progressao do cancer, incluindo a adesao celular, motilidade e diferenciacao
(TOOLE et al., 2002; DICKINSON et al., 2010).

Por esse motivo, trabalhos recentes vém fazendo uso de superficies
padronizadas de HA para estudos de adesdo e isolamento de células tumorais.
Estes estudos sugerem que diferentes linhagens de células respondem
diferentemente as matrizes pré-moldadas de HA. Portanto, o desenvolvimento de
tais plataformas contendo HA imobilizados podem fornecer ferramentas para a
compreensao do papel de fatores exdgenos de HA na progressdao do céancer
(SMULOVITZ et al., 2013).

3.6. LINHAGENS CELULARES

Segundo dados da American Type Culture colection (ATCC), as células
tumorais LNCaP sao de origem epitelial retiradas do tecido da prostata, derivadas a
partir do sitio metastatico no osso. Sdo células aderentes que apresentam

crescimento em monocamada e muito lento. Além disso, ndo formam uma
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monocamada uniforme, apresentando-se na forma de aglomerados frouxamente
ligados.

A linhagem tumoral DU-145 também €& de origem epitelial do tecido da
prostata, derivada de sitio metastatico no cérebro. A linhagem tumoral PC3 é
também de origem epitelial do tecido prostatico, derivada de sitio metastatico no
0sso. A linhagem RWPE-1, por sua vez, é de origem epitelial prostatica e nao-

tumoral. Todas as linhagens s&o de células aderentes.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: poli (etileno imina) (PEI, MM =
7.5 KDa, 50% (m/m) em solucdo aquosa), acido hialurénico (HA, proveniente de
Streptococcus equi sp), quitosana de baixo peso molecular (GD = 85%), corante
Azul de alciano (MM = 1298,86 g/mol), corante Rosa de bengala (MM = 973,67
g/mol), quitosana de alta massa molecular (GD = 80% e 63%) obtidas pelo método
DAIUS (DELEZUK et al., 2011). Os reagentes citados sdo provenientes da empresa
Sigma-Aldrich (USA). Estes e os demais reagentes sao de grau analitico e foram
utilizados sem prévias purificagées. Acido cloridrico (HCI), hidréxido de sédio
(NaOH) e cloreto de sddio(NaCl) sao da marca Synth (Brasil).

As quitosanas controladas utilizadas neste trabalho foram produzidas a partir
do processo de desacetilacdo de beta-quitina assistida por irradiagdo ultrassom de
alta intensidade, DAIUS (DELEZUK et al., 2011). Possuem massas molares médias
em torno de 340KDa e valores de grau de desacetilacdo diferentes de 19,7%
(CHI20) e 37,4% (CHI37). O grau de desacetilacdo médio foi determinado por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de higrogénio (RMN de 'H) e a
massa molar média através de viscosimetria capilar.

As células prostaticas DU145, LNCaP, PC3 e RWPE1 sdo provenientes da
ATCC (American Type Culture Collection, USA).

4.2. METODOS
4.2.1. Preparo das solucoes de polimeros

Solucgdes de PEI, HA e ALG foram preparadas na concentracao de 0,1% (w/v)
em agua Milli-Qg 18.2 MQ através da solubilizagao do polimero. As solu¢des de CHI,
por sua vez, foram preparadas através da solubilizacdo do biopolimero em solug¢ao
0,1 mol/L de acido acético (HAc, 60,05 g/mol). O tempo médio de solubilizagao foi de
24 horas sob leve agitacdo mecénica.
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O pH das solugdes foi ajustado para 3,00+0,10 ou 5,00+£0,10 com solucdes de
HCI 1 mol/L e NaOH 1 mol/L. Evitou-se o uso simultdneo das solucées de HCI e
NaOH no ajuste do pH, ja que a adigcao de ions Na* e CI" promoveria a alteracéo da
forca ibnica da solugéo. A forga ibnica, por sua vez, foi ajustada com a adigcao ou
nao de NaCl (60 g/mol) numa concentragdo de 100mM.

4.2.2. Preparo dos subtratos

Laminas de vidro, com dimensdes de 75x25 mm, foram lavadas em banho
ultrass6nico com uma solucao de detergente durante 10 minutos. Em seguida, foram
lavadas duas vezes com agua Milli-Q® durante 5 minutos, ainda em banho
ultrassénico. Posteriormente, foram secas com corrente de N a temperatura
ambiente e levadas para tratamento no plasma de O, a 100 mTorr (720V DC, 25 mA
DC, 18W; Harrick plasma Cleaner, PDC-32G) durante 10 minutos.

Estas etapas sdo necessarias a fim de realizar a limpeza do subtrato,
removendo o material organico e minimizando as imperfei¢ées dos slides de vidro. O
tratamento em plasma de O,, em especial, favorece uma interacao eletrostatica mais
forte entre o substrato e os polieletrélitos, uma vez que atua no aumento do nimero
de grupos hidroxilas na superficie destes substratos (BUNKER et al., 1988),

conforme esta representado na Figura 7.
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Figura 7- Representacao da superficie do substrato de vidro
Fonte: Modificada de Tese Vasconcellos (2011)
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4.2.3. Obtencao das PEMs por Layer-by-Layer

As PEMs foram produzidas por imersdes alternadas das laminas de vidro em
solugdes de polieletrélitos de cargas opostas durante 10 minutos (GILBERT et al.,
2013), intercaladas por trés lavagens em agua Milli-Q durante 2, 1 e 1 minuto(s),
respectivamente. Essas etapas podem ser realizadas manual ou automaticamente.
Neste trabalho, utilizou-se o equipamento automatizado LbL Nanostructure Pro
(LEQUIP, UNICAMP) para realizar a deposicao alternada de multicamadas de
polieletrélitos. Através do software associado ao LbL Nanostructure Pro, pbde-se
fixar os tempos de imersao nas solugdes poliméricas, os tempos de lavagem, assim
como o numero desejado de ciclos.

Depois de adequadamente limpas, as laminas poderam ser recobertas com o
auxilio do equipamento. Primeiramente, uma pré-camada de PEI (concentracao de
1% (w/v), pH 4,0 0,1 mol/L de NaCl) foi depositada com o objetivo de promover uma
alta densidade de cargas sobre o substrato, favorecendo, dessa forma, uma maior
homogeneidade na deposigdo dos biopolimeros CHI e HA. A pré-camada formada
por um polieletrolito forte € capaz de recobrir todo o substrato, aumentando a sua
densidade de cargas (JIN, 2009).

Em seguida, os polimeros HA e CHI, nessa ordem, foram depositados sobre a
monocamada de PEI completando um numero de 3 ou 3,5 bicamadas, onde uma
bicamada corresponde a um ciclo completo de imersdo formado por duas solucdes
de polieletrdlitos e seis lavagens. Os filmes foram representados pela nomenclatura
(HAX/CHIY),, onde X e Y representam o pH das solugdes poliméricas e n significa o
namero de bicamadas. Dessa forma, filmes com 3,5 bicamadas apresentam HA
como ultimo polimero a ser depositado, enquanto filmes com 3 bicamadas tém a CHI
no topo do filme.

Variando-se o pH e forga idnica (FI) das solu¢des poliméricas, assim como o
namero de bicamadas (n), foram produzidos oito diferentes tipos de filmes, conforme
mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 - Condicoes de pH (X e Y), forca i6nica (FI) e numero de bicamadas (n)
utilizados na fabricacao de filmes de (HAX/CHIY)n

Filme pH FI n
(HA3/CHI3); OmM 3 0 3
(HA3/CHI3); 100mM 3 100 3
(HA5/CHI5); OmM 5 0 3
(HA5/CHI5); 100mM 5 100 3
(HA3/CHI3)35 0mM 3 0 3,5
(HA3/CHI3)3 5 100mM 3 100 3,5
(HA5/CHI5)3 5 OmM 5 0 3,5
(HA5/CHI5)3 5 100mM 5 100 3,5

Todas as aguas de lavagem tiveram seu pH ajustado ao valor do pH da
solucdo polimérica a fim de evitar modificagdes estruturais no filme. Em condi¢des
normais, a agua Milli-Q utilizada no laboratério (LEQUIP) registrava um pH = 7,2.
Apés as imersdes, os filmes foram secos com corrente de Ny a temperatura
ambiente. Na Figura 8, tem-se uma representacao esquematica das etapas e dos
seus respectivos tempos para um ciclo completo no equipamento LbL Nanostructure
Pro, ou seja, para a deposicao de uma bicamada.

Figura 8 - Esquema de funcionamento da LbL Nanoestructure Pro
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Os filmes formados por &cido hialurénico e quitosanas com propriedades
controladas seguiram o mesmo procedimento de formagédo via LbL. No entanto,
foram representados pela nomenclatura (HA/CHIXy)ss, onde X € o grau de
acetilacdo da quitosana, Y é o pH das solugbes poliméricas e 3,5 € o numero de
bicamadas, conforme a Tabela 3. Para estes filmes, as solu¢des poliméricas nao
continham sal (FI = O0mM). Neste trabalho, também foram produzidos filmes de
quitosana e alginato de sodio. O procedimento adotado foi o mesmo, apenas
substituindo HA por ALG.

Tabela 3 - Condicoes de pH e grau de acetilacao (GA) da quitosana utilizados
na construcao de filmes de (HA/CHIXy)s 5

Filme pH GA
(HA/CHI203)3 5 3 20%
(HA/CHI373)35 3 37%
(HA/CHI205)3 5 5 20%
(HA/CHI375)35 5 37%

4.2.4. Caracterizacao geral dos filmes

Os filmes obtidos por layer-by-layer foram caracterizados utilizando-se as
técnicas de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Microscopia de Forca
Atdmica (AFM), Perfilometria, Angulo de contato, Espectroscopia de Foto-elétrons de
Raios X (XPS) e Espectroscopia de UV-vis. As medidas efetuadas para a
caracterizacao dos filmes PEMs, através das técnicas citadas, incluem desde a
caracterizacao visual e morfoldégica dos filmes produzidos, com a avaliacdo de
parametros como espessura, rugosidade, hidrofilicidade dos filmes e quantificacao

de grupos funcionais livres dos biopolimeros utilizados.
4.2.4.1. Perfilometria

Visando determinar o perfil da superficie e a espessura dos filmes, foi
utilizada a técnica de perfilometria. Estas medidas foram realizadas através do
contato e deslizamento de uma ponta de diamante sobre a superficie do filme. O
deslocamento horizontal da ponta sobre a superficie do material promove o
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deslocamento também vertical do filme devido sua rugosidade. Dessa maneira, é
impressa uma topografia do filme.

Para medir a espessura do filme, um corte é feito no material com o auxilio de
uma lamina. Em seguida, num intervalo de 30 segundos, a ponta de diamante do
equipamento inicia uma varredura, percorrendo um comprimento de 500 um sobre a
superficie do material analisado, aplicando uma forca de 10 uN sobre este. A fenda
resultante do corte da lamina é representada pelo software na forma de um degrau.
Assim, a diferenca vertical entre este degrau e a superficie representa a espessura
do material analisado (YOO et al., 1998). A técnica foi realizada no perfildbmetro
Dektak 150 (Veeco, USA) disponivel no Laboratério de Multiusuarios (LAMULT), no
Instituto de Fisica Gleb Wataghin (IFGW) da Unicamp.

4.2.4.2. Angulo de contato

A fim de determinar o carater hidrofilico da camada externa da superficie das
PEMS, foram realizadas medidas do angulo de contato. O procedimento consiste na
aplicacao de gotas de agua Milli-Q® de 20 pL sobre as superficies das PEMs e na
leitura do angulo de contato formado entre a gota e o filme depois de um tempo de 3
a5 s (YOO et al., 1998). Posteriormente, faz-se uso de uma cédmera a fim de
capturar imagens das gotas de &agua na superficie dos filmes. Um software
associado ao equipamento fornece o valor do angulo de contato. A técnica é
realizada em condicdo ambiente. Foi utilizado o gonidmetro Easy Drop DSA150
(Kriiss, Alemanha) disponivel no laboratério do Prof. Dr. Fernando Galembeck, no
Instituto de Quimica da UNICAMP.

4.2.4.3. Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A topografia da superficie dos filmes foi analisada com elevada resolucao
utilizando-se a técnica de microscopia de varrimento de sonda (SPM). O principio de
funcionamento do AFM baseia-se na varredura da superficie da amostra por uma
ponta piramidal (ponteira) de alguns micra de comprimento, gerando imagens
tridimensionais. A Figura 9 exemplifica os modos de operacdo em AFM. As analises

foram realizadas no modo de ndo contato, onde as superficies dos filmes ficaram
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expostas ao ar, evitando qualquer alteracdo da superficie do filme. A técnica foi
realizada utilizando-se o microscopio de forgca atdbmica NanoSurf (NanoSurf, USA)
disponivel no Laboratério de Multiusuarios (LAMULT), no Instituto de Fisica Gleb
Wataghin (IFGW) da UNICAMP. As analises para cada filme foram realizadas em
triplicata, determinando-se a rugosidade média quadratica (rms) dos filmes e
calculando-se uma medida de desvio padrdo. As imagens da topografia dos filmes
apresentadas nos tépicos 5.1 e 5.3.1 sdo aquelas que mais se aproximam da média

de rms.
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Figura 9 — Esquema dos modos de operacao em AFM: (a) modo contato, (b)

modo nao-contato e (¢) modo intermitente
Fonte: Ferreira (2006)

4.2.4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura

A fim de analisar a microestrutura do filme e predizer algumas propriedades
deste, foi utilizada a Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV). O MEV
convencional é utilizado para andlise de topografia e superficie. No entanto, por
meio da integracdo de um Espectrometro por energia dispersiva (EDS) ao MEV, é
possivel realizar uma microandlise elementar, identificando a composicdo quimica
do material analisado.

As imagens de alta geradas em 3D, de alta resolugdo, com elevada
profundidade de foco e de féacil interpretagdo auxiliardo na compreensdo da
microestrutura do filme polimérico, permitindo ampliagdes de até 300.000 vezes.
Possibilitam, ainda, analises de superficie fraturada, anélise de falhas, mapeamento
quimico de superficies, avaliacdo do tamanho de particulas e porcentagem de fase
em microestruturas.

O MEV foi realizado no Laboratério de Recursos Analiticos e Calibracado
(LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP. O Microscopio

Eletrénico de Varredura utilizado possui modelo Leo 440i com integrador de EDS de
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modelo 6070, ambos da marca LEO ElectronMicroscopy/Oxford (Cambridge,

Inglaterra).
4.2.4.6. UV-VIS

A fim de avaliar quantitativamente a presenca de grupos funcionais aminos
livres da quitosana e de grupos carboxilicos livres do &cido hialurdnico nos filmes
multicamadas, foram realizados tingimentos destes filmes com corantes especificos
para os grupos funcionais. A utilizagéo de corantes ibnicos é largamente utilizada em
filmes finos como forma de identificar os grupos funcionais disponiveis (CHUNG &
RUBNER, 2002; LICHTER & VAN VLIET, 2009; YAMANLAR et al., 2011).

Solugbes de corantes idnicos rosa de bengala e azul de alciano foram
utilizados a fim de analisar a localizacdo dos terminais ibnicos presentes nos filmes
de polieletrélitos, bem como a homogeneidade estrutural dos mesmos. O corante
azul de alciano, cujos picos de absorbancia sdo observados no comprimento de
onda de 617 nm, é um corante catiénico que tem a capacidade de se ligar a grupos
livres de acido carboxilico, ou seja, 0s grupos que nao realizaram ligagdes ibnicas
com grupos amino presentes na quitosana. A Figura 10 abaixo apresenta a estrutura

quimica do azul de alciano.

|
N

Figura 10 - Estrutura quimica do azul de alciano

A disponibilidade dos grupamentos iénicos amino presentes na quitosana, por

sua vez, sera determinada a partir da incorporacao do corante rosa de bengala, cujo
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pico de absorbancia € observado no comprimento de onda de 567 nm. A estrutura
do corante rosa de bengala é apresentada na Figura 11.

Figura 11 - Estrutura quimica do rosa de bengala

Estes corantes tém como caracteristicas a capacidade de nao deslocamento
e nao interagdo com os complexos polieletroliticos formados, reagindo apenas com
0os grupos funcionais livre com os quais s&o especificos (YOO et al., 1998;
VASCONCELLOQOS et al., 2010). O preparo das solucées dos corantes ibnicos, bem
como sua incorporagdo, seguird o procedimento descrito por Vasconcellos e
colaboradores, 2010. Os corantes foram solubilizados em agua Milli-Q® numa
concentracao de 0,001 M. A solucao de azul de alciano teve seu pH ajustado para
3,0, enquanto a solugéo de rosa de bengala teve seu pH ajustado em 7,0. Os filmes
foram imersos nas solugdes de corantes por um tempo de 15 minutos. Supde-se que
este tempo seja suficiente para que a completa difusdo do corante e estado de
equilibrio sejam alcancados. Segue-se, entdo, com duas lavagens consecutivas de 2
minutos em agua Milli-Q® até retirar 0 excesso de corante das amostras. As aguas
de lavagem tiveram seu pH ajustado ao pH da solugédo de corante. Posteriormente,
as PEMs foram secas em corrente de N, em temperatura ambiente.

Em seguida, as amostras foram analisadas no Espectrofotdmetro Ultravioleta-
Visivel (UV-Vis) de marca Schimadzu e modelo 1800, disponivel no Laboratério de
Recursos Analiticos e Calibracdo (LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP. O modo de leitura foi realizado em absorbancia, onde as medidas

correspondem a absor¢ao dos corantes pelos filmes depositados nas duas faces do
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substrato. A faixa de varredura foi de 450-750nm. Todos os filmes foram preparados
em duplicatas para cada corante e lidos apenas uma vez cada.

4.2.4.7. Espectroscopia de Foto-elétrons de Raios-X (XPS)

A técnica de Espectroscopia de Foto-elétrons de Raios X (XPS) foi utilizada a
fim de quantificar a composig¢ao quimica da superficie dos filmes multicamadas. Tem
sido largamente utilizada para determinagéo de ligagdes quimicas das superficies e
nameros de oxidacao de elementos quimicos presentes, através de medidas
precisas das energias de pico dos foto-elétrons. A amostra € exposta a raios-X de
baixa energia. A excitagdo induzida na amostra produz a emissdo de foto-elétrons
dos orbitais dos atomos da superficie, onde a energia desses elétrons é
caracteristica do elemento de onde sdo emitidos.

A analise foi realizada no MIT — Massachusetts Institute of Technology. Foi
utilizado um espectrometro de foto-elétrons de raios-x PHI VersaProbe Il com uma
varredura monocromatica de Al (1,486.6 eV; 50 W; tamanho de ponto de 200 um),
varrendo uma area de amostra 200x700 um, com uma energia passe de 117,4 eV e
angulo de decolagem de 45° para a varredura inicial de composicao. A composi¢ao
elementar foi determinada utilizando as areas de pico obtidas por espectro de alta
resolucdo e fatores de sensibilidade relativa fornecidos pelo programaPHI
MULTIPAK (LEE et al., 2015; GILBERT & RUBNER, 2013).

E, hoje, uma técnica bastante utilizada para medida de composicao elementar
de materiais isolantes (polimeros, por exemplo), medidas do crescimento e analise
em profundidade de filmes finos (GILBERT et al., 2013). As informacdes fornecidas
por esta técnica podem ampliar a compreensao de como controlar a estrutura das
PEMS, quais as alteracbes estruturais e de composicdo ocorrem entre as
intercamadas de difusdo e como os polimeros se comportam na troca de deposi¢ao
(GILBERT et al., 2013).

4.2.5. Cultura celular

A etapa de cultura celular foi desenvolvida em colabora¢gdo com o Prof. Dr.
Hernandes F. Carvalho, no Instituto de Biologia da UNICAMP. Foram estudadas
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neste trabalho as linhagens celulares de origem epitelial prostatica tumorais (PCS3,
DU145 e LNCaP) e nao tumoral (RWPE-1). Todas as linhagens foram obtidas da
ATCC (American Type Culture Collection, USA).

As linhagens tumorais DU-145 e LNCaP foram mantidas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina,
enquanto a linhagem PC3 foi mantida em meio HAM F12 K, também suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina.

A linhagem RWPE-1 (ndo tumoral), por sua vez, foi mantida em meio
Keratinocyte-SFM (1x) (Gibco, cat. No. 10724-011) e suplementado com 0,05 mg/mL
de BPE (Extrato de Pituitaria Bovina) e 5 mg/mL de EGF (Fator de Crescimento
Epidermal) (Gibco, cat. No. 37000-015).

Todas as culturas foram mantidas em estufa umidificada a 37 °C e 5 % de
CO: e observadas trés vezes por semana com o auxilio de um microscopio 6tico
invertido a fim de verificar a morfologia e confluéncia celular. As trocas de meio
celular se deram com lavagem delicada em meio DPBS Flush pH 7,0.

A etapa de subcultivo das células ocorreu uma vez por semana, com a acao
de Tripsina, a fim de promover a liberacdo destas da superficie dos frascos de
cultura celular. Um volume de 1 mL de tripsina 0,25%(v/v) foi utilizado para as
linhagens tumorais, enquanto uma 1 mL de Tripsina 0,05%(v/v) foi utilizado para a
linhagem néo tumoral sédo utilizados para a liberagdo das células. Em seguida, as
células sao contadas em Camara de Neubauer.

4.2.6. Teste de adesao celular

Apoés atingirem a primeira confluéncia, as células estdo prontas para serem
plagueadas nos filmes. Dessa forma, suspensdes de células foram suavemente
pipetadas diretamente na superficie dos filmes de HA e CHI acomodados em placas
de 6 pogos. Em seguida, estas placas foram colocadas sobre uma plataforma
vibratéria dentro de uma incubadora. As amostras foram incubadas durante 15
minutos, seguida por uma agitagdo suave durante 15 minutos. Estas etapas foram
repetidas duas vezes, totalizando um tempo de 1 hora de ensaio.

Varios tempos totais de ensaio, maiores e menores do que 1 hora, foram

avaliados em experimentos preliminares. A fixacdo do tempo de 1 hora de ensaio se
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deu por permitir a obtencao de uma diferenca significativa de adesao celular entre os
filmes LbL e seus controles. Os controles utilizados para esses testes foram laminas
de vidro sem nenhum recobrimento.

Logo apds as etapas de incubacdo e agitacdo, os filmes foram lavados
suavemente em tampao DPBS Flush pH 7,0 a fim de remover as células nao
ligadas. Talvez, esta etapa seja a que requer maior atencdo, uma vez que uma
lavagem mal realizada pode deslocar as células ja aderidas.

As células aderidas, por sua vez, foram fixadas no filme utilizando uma
solucdo de Paraformaldeido 2% (m/v) em PBS pH 7,4 durante 15 minutos. Uma
segunda lavagem em DPBS Flush pH 7,4 foi realizada para remover esta solucao.
Posteriormente, os filmes foram deixados em meio PBS com detergente Tween-20
0,1% (v/v) durante 10 minutos. O detergente tem como fung¢do a permeabilizagdo
das células. Em seguida, as células foram marcadas com os corantes fluorescentes
Faloidina e DAPI durante 30 minutos nas concentracbes de 1:500 e 1:1000,
respectivamente. A Faloidina tem por fungcdo marcar as fibras de actina que fazem
parte do citoesqueleto da célula, enquanto o corante DAPI é uma droga que se liga
fortemente na regido A-T do DNA, demarcando o nucleo celular. Uma ultima
lavagem foi realizada em PBS-T para retirar o excesso de corantes. A Figura 12
apresenta um resumo das etapas realizadas.

Os filmes foram analisados em um Microscopio Axio OBSERVER.z1 ZEISS.
Foram retiradas quatro imagens de campos diferentes para cada filme. Cada
imagem possui uma area de aproximadamente 15 mm?, enquanto o filme inteiro tem
area de 625mm?. As células foram contadas com o auxilio do software ImageJ.

E importante ressaltar que o nimero de células contido nas suspensées foi
fixado em cada experimento e implementado nos ensaios de todas as linhagens
celulares a fim de promover comparagdes posteriores, tanto nos filmes recobertos
por LbL, quanto nos filmes sem recobrimento.
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Figura 12 - Representacao das etapas do processo de adesao celular
Fonte: Adaptada de Vasconcellos (2010)

4.2.6.1. Marcagdo com o anticorpo Anti-CD44

As linhagens celulares LNCaP, DU-145, PC3 e RWPE-1 foram marcadas com
o anticorpo anti-CD44 FITC Mouse IgG1K conjugado com o marcador fluorescente
PE (Ficoeritrina) a fim de quantificar a expressao do receptor CD44 através de uma
citometria de fluxo. As células foram incubadas durante 1 hora com anti-CD44-PE
numa concentragcdo de 1:100. Em seguida, foram realizadas duas lavagens em
tampao PBS. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 500 pyL de meio
completo e levadas para analise no citémetro de fluxo.

Foram também realizadas etapas de adeséo celular, conforme descrito no
tépico anterior 4.2.9, com a linhagem PC3 marcada com anti-CD44. Estes testes
tiveram como objetivo a avaliacdo da influéncia do receptor CD44 na interacao
célula-filme. Na etapa de adesao celular sobre as PEMs de HA/CHI, foram pipetadas
um total de 2,5x10° células em um volume de 0,5 mL de meio completo sobre cada

filme utilizado.
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4.2.6.2. Tratamento com Hialuronidase

As linhagens celulares LNCaP, DU-145, PC3 e RWPE-1 foram tratadas com
hialuronidase numa concentragdao de 300 ug/mL durante 15 minutos. Em seguida, foi
realizada uma etapa de lavagem com 5 mL de tampao PBS. Posteriormente, as
células foram tripsinizadas e marcadas com o anticorpo anti-CD44 FITC Mouse
lgG1K conjugado com o marcador fluorescente PE (Ficoeritrina) conforme esta
descrito no tépico 4.2.6.1. Esta citometria de fluxo, agora com células anteriormente
tratadas com hialuronidade, teve como objetivo a analise da influéncia da enzima
hialuronidase na disponibilidade de CD44 nestas linhagens celulares.

Além da etapa de citometria de fluxo, foram realizados testes de adeséo
celular com a linhagem PC3 tratada com hialuronidase a fim de investigar a atuacao
desta enzima no processo de adesao celular em filmes de HA/CHI. Nestes testes,
foram pipetadas um total de 2,5x10* células num volume de 0,5 mL de meio

completo sobre cada filme de HA/CHI.
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5. RESULTADOS

Neste tépico, serdo apresentados os resultados de caracterizacdo das PEMs
de HA e CHI de baixa e alta massa molecular, assim como seus desempenhos nos
testes de adesao celular com células prostaticas tumorais e ndo-tumoral.

5.1. PEMs DE HA E CHI DE BAIXA MASSA MOLECULAR

5.1.1. Topografia

A topografia dos filmes de (HAX/CHIY)n preparados nas condigdes de pH 3,0
ou 5,0, forca ibnica de 0 mM ou 100mM NaCl e, ainda, contendo 3 ou 3,5 bicamadas
foi determinada através da técnica de Microscopia de Forgca atdmica (AFM). Os
valores de rugosidade média quadratica (rms), a obtencdo das projecées das
microscopias e o tratamento destas imagens foram obtidos pelo software
Gwyddion®. As andlises foram realizadas em filmes secos. A Figura 13 abaixo
apresenta as medidas de rms dos filmes de (HAX/CHIY), em diferentes condi¢des
de forga i6nica (FI), pH e numero de bicamadas (n).

-
(=7}
J

[_]pH3
B pH5
NaCl

-
BN
] "

- -
E= (=3} @ [=] na
1 N 1 I " 1 . 1

Rugosidade média Quadratica (nm)
[p+]

o
1

N A
'5\0“\@3:\0“{3\"’5 W '\“Qﬂ\ﬁ"
P »® »®
s a2 ‘5\09‘\'5\ 6\°Y\@\ \
A\

Figura 13 - Rugosidade média quadratica de filmes de (HAX/CHIY)n em
diferentes condicoes de pH, forca i6nica e numero de bicamadas
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As Figuras 14 e 15 apresentam as micrografias de AFM em 2D e 3D, onde as
imagens exibidas sdo aquelas que mais se aproximam da média de rms. As médias

de rms e desvios padrdao em torno dessa meédia também s&o apresentados.
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Figura 14 - Imagens de AFM (5 pm x 5um) dos filmes (a) (HA3/CHI3); 0 mM
NaCl, (b) (HA3/CHI3);5 0 mM NacCl, (c) (HA3/CHI3); 100 mM NaCl e (d)
(HA3/CHI3)35 100 mM NacCl
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Figura 15 - Imagens de AFM (5 pm x 5um) dos filmes (e) (HA5/CHI5); 0 Mm
NaCl, (f) (HA5/CHI5); 5 0 mM NacCl, (g) (HA5/CHI5); 100 mM NaCl e (h)
(HA5/CHI5)35 100 mM NaCl
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Analisando as micrografias, € possivel observar que os polimeros sao
depositados em espécies de ilhas. O surgimento e crescimento dessas ilhas se dao
devido as interagfes relacionadas com o excesso de compensacgado de carga entre
CHI e HA (Richert et al., 2004).

Uma analise dos efeitos do pH, forca ibnica (FI) e nimero de bicamadas (n)
foi realizada através de um Planejamento Fatorial (DOE) a fim de avaliar a influéncia
desses fatores, individual e fatorialmente, na rugosidade média quadratica dos
filmes. O resultado desta analise esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Efeito das variaveis pH, Forca idnica (Fl) e numero de bicamadas (n)
sobre a rugosidade de filmes de HA/CHI

Fator Efeito p-valor
pH -2,140 < 0,0001

FI -1,590 < 0,0001

n 1,710 < 0,0001
pH*FI -0,690 < 0,0001
pH*n 0,310 0,0076
FI*n -2,380 < 0,0001
pH*FI*n -0,037 0,7210

Consideradas estatisticamente significativas quando p assume valor menor do
que 0,05, todas as variaveis, individualmente e suas interagcdes dois a dois,
mostraram-se significativas, exceto o cruzamento de pH, Fl e n. Pode-se supor que
a formacéo dos filmes preserve a conformagcdo das cadeias destes polimeros em
solucdo (LAVALLE et al., 2002; FERY et al., 2001), explicando possivelmente a
influéncia dos fatores pH e FI na estrutura dos filmes.

Nestes filmes, observou-se que o aumento do pH promove uma diminuicdo da
rugosidade média quadratica. E possivel verificar que todos os filmes construidos
em pH 3 sdo notadamente mais rugosos do que filmes construidos em pH 5.
Segundo a equacao de Henderson-Hasselbalch, o HA em solucao encontra-se 50%
ionizado em pH 3 e 99% ionizado em pH 5, enquanto a CHI apresenta-se 99%
ionizada em pH 3 e 90% ionizada em pH 5. Assim, o pH atua diretamente no grau de

ionizag&o destes polimeros, uma vez que sao polieletrélitos fracos. Dessa forma, as
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cadeias destes polieletrélitos encontram-se mais carregadas em pH 5, promovendo
a formacao de estruturas multicamadas mais regulares e superficies menos rugosas
(ELZBIECIAK et al., 2009).

O aumento da forga i6nica também aponta uma diminuigdo no valor de rms
para os filmes estudados. A inclusdo do numero de bicamadas num planejamento
fatorial 2° torna a andlise generalista, uma vez que o efeito da FI é diferente entre
filmes que contém 3 bicamadas (CHI no topo) e 3,5 bicamadas (HA no topo), como
apresentado na Tabela 5. Em filmes contendo CHI no topo, o aumento da FI
aumenta a rugosidade dos filmes. Na auséncia de sal, os segmentos dos polimeros
em solucdo apresentam-se em conformacdes estendidas, resultante da repulsao
entre cadeias de cargas iguais. No entanto, a adicdo de NaCl muda essa
conformacao, resultando numa configuracdo de espiral com a formacédo de loops
que se assemelham a uma estrutura de bobina (BOHMER & EVERS, 1990),
promovendo o0 aumento da rugosidade das PEMs.

Tabela 5 - Efeito do pH e Fl em filmes de 3,5 bicamadas (HA no topo) e 3
bicamadas (CHI no topo)

Fator 3,5 bicamadas 3 bicamadas

Efeito p-valor Efeito p-valor

pH -3,5350  0,0000 -4,9000  0,0000
Fl -7,8250  0,0000 1,5933  0,0001
pH*FI -1,5683  0,0031 -1,3000  0,0005

Em filmes com HA no topo, a tendéncia € contraria. Supde-se que as cadeias
de CHI podem estar difundindo de dentro dos filmes de HA/CHI, alcangando a
superficie e formando complexos com os grupos de HA que nao estao na interface
das ilhas formadas pelos polimeros (RICHERT et al., 2004). Essa complexacéo
entre CHI e HA pode ser responsavel pela diminuicdo da rugosidade apresentada
por estes filmes. Vale ressaltar que o efeito combinado de pH*FI, independente do
namero de bicamadas, é significativo, enaltecendo-os como fatores-chave na

modificacao da topografia das PEMs de HA/CHI.
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O aumento do numero de bicamadas, por sua vez, promove um aumento na
rugosidade dos filmes. Dessa forma, pode-se atribuir como causa a presenca do HA
no topo dos filmes e atribuir possivelmente este comportamento a maior cadeia
molecular do HA. A combinagédo dois a dois dos fatores pH, FI e n tem efeitos
relevantes na rms, uma vez que a modificacao destas variaveis foi capaz de produzir
filmes de diferentes perfis topogréficos.

A Figura 16 apresenta a micrografia de AFM do vidro sem nenhum
recobrimento, tratado segundo a metodologia de preparo dos substratos no topico
2.1. Comparando-se com as micrografias das PEMs de biopolimeros, pode-se supor
que a topografia do subtrato ndo tenha afetado a topografia dos filmes, visto que em
alguns filmes a rms obtida apresentou-se menor do que a rms do substrato. Dessa
forma, pode-se atribuir a rugosidade obtida nas PEMs a complexagdo dos
polieletrélitos e as condi¢cdes na qual as PEMs foram formadas, tendo o substrato
pouca influéncia no perfil topografico.

: 55 nm
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Figura 16 - Micrografia do subtrato de vidro sem nenhum recobrimento

Analises de perfilometria também foram realizadas a fim de determinar a
espessura dos filmes. No entanto, a ordem da espessura dos filmes HA/CHI
encontrava-se no limite de deteccdo da maquina em virtude da baixa espessura, 0
que inviabilizou as medidas. Esperavam-se encontrar valores na ordem de 10-20 nm
como apontam alguns estudos (Hernandez-Montelongo et al, 2016). A baixa
espessura dos filmes sugere uma caracteristica positiva para adesédo de células,

uma vez que a espessura destes filmes é comparavel a espessura de filmes finos de
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colageno fabricados para diversas aplicacoes na area de engenharia tecidual
(WANG et al., 2016, FAUZI et al., 2016).

A técnica de Microscopia eletrdnica de varredura também foi utilizada nos
filmes em estudo na tentativa de determinar a espessura e a topografia dos filmes.
No entanto, também nao foi possivel obter bons resultados em virtude da baixa
espessura dos filmes. Os filmes também foram caracterizados através da técnica de
Angulo de contato, mas também nao foram obtidos bons resultados. As micrografias
de MEV, assim como as medidas de angulo de contato, encontram-se nos anexos
deste trabalho.

5.1. 2. Determinacao dos grupos funcionais livres

A fim de avaliar quantitativamente a presenca dos grupos funcionais da
quitosana e do acido hialurénico, foram utilizados testes com corantes especificos
para cada grupo funcional, juntamente com uma analise de espectroscopia UV-vis. A
possibilidade de incorporagdo de corantes ibnicos, assim como outros compostos,
em sitios dentro das multicamadas dos filmes € uma grande vantagem possibilitada
pela técnica LbL. As andlises de espectroscopia UV-Vis, por sua vez, permitem
quantificar a incorporacdo de corante, tornando-se possivel identificar a
disponibilidade de grupos funcionais livres.

A identificacdo de grupos funcionais que nao realizam ligacdes sugere que 0s
corantes iGnicos possuam moléculas pequenas e que nao titulem grupos
eletrostaticamente unidos (YOO et al., 1998). Foram escolhidos os corantes Azul de
alciano (AA) e Rosa de bengala (RB) para se ligarem e interagirem com 0s grupos
funcionais livres do acido hialurénico e da quitosana, respectivamente. A Figura 17
abaixo apresenta o resultado do tingimento do AA e do RB em algumas PEMs.
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pH3 pH3 pHS5 pH5
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(HA/CHI)z.0 (HA/CHI)zs (HA/CHI)z.0 (HA/CHI)zs

Figura 17 - Tingimento de PEMs de HA/CHI com corantes azul de alciano (AA) e
rosa de bengala (RB)

Por se tratar de um corante tetracatiénico, o azul de alciano tem sido bastante
utilizado para determinar a localizagédo de grupos livres de acidos carboxilicos de
substancias anidnicas, como o acido hialurénico (FAGNOLA ET al., 2009; ETIENNE
et al., 2005; WHITEMAN, 1973). Por sua vez, o rosa de bengala € um corante
anidnico, sendo utilizado para investigar a presenga de grupos negativos (LICHTER
e RUBNER, 2009), como os grupos de aménio da CHI.

Considerando que existe uma interpenetracdo entre as multicamadas dos dois
polimeros e que a disponibilidade de grupos funcionais livres se da superficial e
internamente, supbs-se a difusdo completa dos corantes. Assim, passado o tempo
de 15 minutos de tingimento, assume-se que todos os grupos funcionais livres do
filme foram acessados pelo corante, assim como a proporcionalidade entre a
quantidade de corante absorvida e o numero de cargas livres das cadeias
moleculares dos polieletrélitos. Supds-se também que os corantes ndao promovem o
descolamento do equilibrio originado entre as interagdes da quitosana e do &cido
hialurénico (YOO et al., 1998).

Os resultados do tingimento com o corante azul de alciano para os filmes
multicamadas preparados com as condi¢des pH 3,0 ou pH 5,0, 3 ou 3,5 bicamadas,
0 ou 100mM estédo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Absorbancia do corante azul de alciano para filmes de (a)
(HA3/CHI3)n 0 e 100 mM e (b) (HA5/CHI5)n 0 e 100 mM, onde n assume 0s
valores 3 e 3,5

Os resultados da incorporagdo do corante Rosa de Bengala para todas as
condicbes de preparo das PEMs, ja citadas, estdo apresentados na Figura 19
abaixo.
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Figura 19 - Absorbéancia do corante rosa de bengala para filmes de (a)

(HA3/CHI3) 0 e 100 mM e (b) (HA5/CHI5) 0 e 100 mM, onde n assume os valores
3e35
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Os efeitos dos fatores pH, forca ibnica (FI) e numero de bicamadas (n) foram
avaliados, individual e fatorialmente, através de um Planejamento Fatorial (DOE). Os
resultados dessas avaliagbes para o azul de alciano e rosa de bengala estao
apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6 - Efeito do pH, forca idnica (FI) e numero de bicamadas (n) sobre a
incorporacao do corantes azul de alciano para PEMs de HA/CHI

Fator Efeito p-valor
pH -0.12 < 0.0001

Fl -0.057 < 0.0001

n 0.049 < 0.0001
pH*FI 0.049 < 0.0001
pH*n -0.033 < 0.0001
FI*n -0.016 0.0003
pH*FI*n 0.010 0.0047

Tabela 7 - Efeito do pH, forca idnica (FI) e numero de bicamadas (n) sobre a
incorporacao do corantes rosa de bengala para PEMs de HA/CHI

Fator Efeito p-valor
pH -0.058 < 0.0001

FI -0.019 0.0001

n -0.012 0.0024
pH*FI +0.026 < 0.0001
pH*n 0,008 0.0195
FI*n 0,007 0.0279
pH*FI*n -0,007 0.0260

E possivel concluir através do estudo da influéncia dos fatores, dentro de um
nivel de significancia de 5%, que as variaveis pH, FI e nimero de bicamadas sao
significantes (valor p em vermelho nas Tabelas 6 e 7) de maneira individual e

conjunta sobre a absorbancia dos corantes azul de alciano e rosa de bengala.
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Da andlise dos efeitos, pode-se constatar que o aumento do pH promove a
diminuicdo da disponibilidade de grupos carboxilicos, revelando os filmes
construidos em pH 3, independente do numero de bicamadas e Fl, como os que
possuem o maior numero de carboxilas livres. O aumento do pH também diminuiu a
disponibilidade de grupos amino da quitosana.

Segundo a equacao de Henderson-Hasselbalch, o HA em solugédo encontra-se
50% ionizado em pH 3 e 99% ionizado em pH 5, enquanto a CHI em solugdo em
solucdo apresenta-se 99% ionizada em pH 3 e 90% ionizada em pH 5.
Considerando que a conformacédo dessas cadeias em solucao seja preservada na
construcao do filme, existe uma maior quantidade de grupos carboxila nao ionizados
em pH 3 e uma maior quantidade de carboxilas ligados a grupos amino em pH 5.
Dessa forma, a maior disponibilidade de grupos carboxilicos n&o ionizados em pH3
sugere uma maior complexacao com o corante AA, justificando a maior absorbancia
deste corante nos filmes preparados em pH 3.

A mudanca de pH provoca apenas uma discreta variacdo na quantidade de
grupos ionizados da CHI em solugdo. No entanto, ambos os polimeros (CHI e HA)
exibem altos graus de ionizacdo em pH 5. Dessa forma, existe uma maior
quantidade de grupos aminos livres em pH 3 em virtude da baixa ionizacdo do HA
nessa faixa, justificando a maior absorbancia de rosa de bengala nos filmes
preparados em pH 3.

O aumento da forga ibnica, por sua vez, atua na diminuicdo dos grupos
funcionais livres nos filmes estudados. Este efeito foi observado para o tingimento
com ambos os corantes. Este efeito é esperado, uma vez que a adicdo de sal
compromete a disponibilidade dos grupos funcionais, onde a presenga do ion “Na+”
funciona como uma espécie de “blindagem” nos grupos funcionais (Ren et. al, 2005).

O aumento do numero de bicamadas atua na diminuicdo da absorbéancia do
rosa de bengala e no aumento da absorbancia de azul de alciano. Este resultado é
esperado para os filmes estudados, uma vez que o aumento do numero de
bicamadas expde o &cido hialurénico na superficie do filme, aumentando o niamero
de grupos livres de acido carboxilico no filme e, consequentemente, aumentando a
incorporacao de AA e diminuindo a incorporacéao de RB.

Analisando-se a Figura 16, é possivel perceber, apesar do pequeno aumento

do numero de bicamadas, a coloracdo azulada mais intensa em filmes com HA
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como polimero do topo, ou seja, com 3.5 bicamadas. Seguindo-se 0 mesmo
raciocinio, a coloragdo rosa mostra-se mais acentuada em filmes com quitosana
como polimero do topo, ou seja, com 3 bicamadas. Estes resultados sdo esperados
jA que a camada superficial € determinante para a maior absorbancia do corante
especifico para o grupo funcional.

Outros corantes podem ser utilizados para a determinagdo dos grupos
carboxila do HA. O corante azul de metileno, por exemplo, foi utilizado com a
finalidade de detectar grupos carboxila em hidrogéis de HA modificados com
recobrimentos LbL de poli-Llisina(PLL) e acido hialurénico, constatando que os géis
funcionalizados por LbL exibiram tons azuis mais fortes a medida que se aumentava
0 numero de bicamadas (Yamanlar e Sant, 2001), corroborando com o resultado
obtido para as PEMs de HA/CHI.

Filmes construidos em pH mais baixo, sem sal e com 3.5 bicamadas
apresentaram maior disponibilidade de grupos carboxilicos livres. Considerando que
a adesao celular se deva a interacdo HA-CD44, seria esperado, a priori, uma maior
adesao em filmes construidos nessa configuracao. Dessa forma, o uso desta técnica
mostra-se capaz de explorar as mudancgas nas quantidades de segmentos da cadeia
polimérica do &acido hialurénico e da quitosana que estdo acessiveis ou nao,
tentando estabelecer uma resposta na seletividade do filme quanto a adesao de

células tumorais.
5.2. PEMs DE HA E QUITOSANAS CONTROLADAS

Neste tépico, serdo apresentadas as caracterizacdes para os filmes de acido
hialurénico e quitosanas de alto peso molecular com graus de acetilagéo diferentes

(20% e 37%). Foram utilizadas as técnicas de Microscopia de Forga atébmica (AFM),
Espectroscopia UV-Vis e Espectroscopia de Foto-elétrons de Raios-x (XPS).

5.2.1. Determinacao dos grupos funcionais livres

A incorporacgao de corantes a fim de avaliar a presenca dos grupos funcionais
amino da quitosana e grupos carboxilicos do acido hialurénico também foi realizada
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para um conjunto de filmes formados por HA e quitosanas controladas quanto ao
seu grau de acetilagao.

Os resultados do tingimento com os corantes idnicos Rosa de Bengala e Azul
de alciano estao apresentados na Figura 20 abaixo.
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Figura 20 - Absorbancia dos corantes (a) rosa de bengala e (b) azul de alciano
para PEMs de acido hialuronico e quitosanas controladas

A avaliagdo dos efeitos das variaveis pH e grau de acetilacdo (GA), assim
como seus efeitos cruzados, foi realizada através de um Planejamento Fatorial
(DOE) dentro de um nivel de 5% de significancia. O resultado para os corantes Azul
de alciano e Rosa de bengala esta apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Efeito do pH e do Grau de acetilacao (GA) sobre a incorporacao do
corantes azul de alciano e rosa de bengala para PEMsde HA/CHI

Fator Azul de alciano Rosa de bengala
Efeito P Efeito p
pH -0,240 0,0014 -0,080 0,0008
GA 0,080 0,0592 0,030 0,0257

pH*GA -0,075 0,0705 -0,035 0,0156
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E possivel concluir que o pH é individualmente significativo na disponibilidade
de grupos funcionais amino e carboxilicos livres nos filmes estudados, tendo seu
aumento resultado na diminuicdo da incorporagéo dos corantes. Logo, o aumento do
pH promoveu uma diminuicdo na disponibilidade de grupos funcionais livres da
quitosana e do &cido hialurénico. Este comportamento pode ser explicado da mesma
maneira que foi apresentada no topico 5.2, uma vez que a tendéncia foi repetida.

Independente do GA da CHI, os filmes construidos em pH 3 apresentaram
maior incorporagao dos corantes AA e RB, dado que o HA encontra-se 50% ionizado
segundo a equacao de Henderson-Hasselbalch, viabilizando uma maior quantidade
de grupos nao ionizados de HA e grupos amino da CHI disponiveis para se ligarem
aos corantes.

O grau de acetilagdo da quitosana, por sua vez, foi apenas significativo na
absorbancia do rosa de bengala, uma vez que o aumento do GA promove uma
diminuicao direta da quantidade de grupos amino livres, interferindo na incorporacéao
do rosa de bengala. O aumento da quantidade de grupos amino protonados na
quitosana de menor grau de acetilacao diminui a disponibilidade de grupos amino
nao ionizados capazes de se ligar ao RB, resultando numa menor incorporacao de
RB. Esta tendéncia foi observada independente da faixa de pH, mas ocorrendo de
forma mais pronunciada em pH 3 onde a ionizacdo do HA afeta de forma mais
significativa. O efeito cruzado do pH e do GA foi significativo apenas na absorbancia
do corante rosa de bengala, tendo o aumento destes fatores proporcionado uma
diminuigao da disponibilidade de grupos amino.

5.2.2. Topografia dos filmes

A topografia dos filmes também foi caracterizada a partir de Microscopia de
Forca atébmica (AFM). A Figura 21 registra o resultado de rugosidade média
quadratica (rms) para os filmes multicamadas formados por acido hialurénico e
quitosanas com propriedades controladas.
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Figura 21 - Valores de rugosidade média quadratica para filmes de
(HA/CHIX,)35 , onde y é o pH das solucdes de HA/CHI e X o grau de acetilacao
da CHI

A avaliacdo dos efeitos individuais das variaveis pH e grau de acetilagéo
(GA), assim como seus efeitos cruzados, foi realizada através de um Planejamento
Fatorial (DOE) dentro de um nivel de 5% de significancia. Os resultados estao
apresentados na Tabela 9. E possivel concluir que os fatores pH e grau de
acetilacao sao significativos de forma individual e cruzada na rugosidade dos filmes
(HA/CHIX,)3 5.

Tabela 9 - Efeito das variaveis pH e grau de acetilacao sobre a rugosidade
média quadratica de filmes (HA/CHIXy); 5

Fator Efeito p
pH 1,5967 0,0415
GA 1,7033 0,0322

pH*GA 4,5800 0,0001
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O aumento do pH promoveu um acréscimo na rugosidade dos filmes
estudados. Este comportamento foi diferente do obtido no tépico 5.1 para os filmes
de HA e CHI de baixo peso molecular. Sabe-se que o pH atua diretamente no grau
de ionizagdo da CHI e HA em solugdo, segundo a equacao de Henderson-
Hasselbalch. Em pH 5, as cadeias destes polieletrélitos fracos encontram-se mais
carregadas, promovendo a formacao de estruturas multicamadas mais regulares e
superficies menos rugosas (Elzbieciak et al., 2009).

Realizando-se uma analise individual, percebe-se que o aumento do pH
reduziu a rms nas PEMs formadas com quitosanas de 20% de grau de acetilacao,
conforme o esperado. O efeito foi contrario para as PEMs formadas com quitosanas
de 37% de grau de acetilacdo, sugerindo que a diminuicdo de grupos amino tenha
efeito positivo e de maior dominancia na rugosidade dos filmes.

O aumento do grau de acetilacao, por sua vez, promoveu individualmente um
aumento na rugosidade dos filmes de (HA/CHIX,)ss. Pode-se supor que a
diminuicdo da quantidade de grupos aminos implica numa reducdo do numero de
interacdes entre estes grupos e 0s grupos carboxila, resultando num aumento da
rugosidade dos filmes construidos nesta condicdo. Resultados semelhantes foram
encontrados em estudos anteriores (TAKETA & BEPPU, 2014).

O aumento do fator pH*GA também atua no acréscimo da rugosidade,
identificando estes como fatores-chave para a modificacdo da topografia dos filmes
(HA/CHIX,)s5. A Figura 22 apresenta as imagens em 2D e 3D da topografia dos
filmes estudados nesta sec¢ao.
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Figura 22 - Imagens de AFM (5 um x 5um) de filmes com 3.5 bicamadas de (a)
(HA/CHI37) em pH 3 (b) (HA3/CHI37) em pH 5, (c) (HA/CHI20) em pH 3 e (d)
(HA3/CHI20) em pH 5
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5.2.3. Composicao Quimica

Os filmes (HA/CHIX,)ss foram caracterizados pelo registro da foto-emissao
das bandas C 1s e N 1s a fim de determinar a composi¢ao quimica dos filmes. O
sinal de C 1s pode ser decomposto em trés picos, tendo suas energias de ligacao
(BE) e grupos atribuidos aos sinais dos picos exibidos na Figura 23. A técnica de
Espectroscopia de Foto-elétrons de Raios-X (XPS) utilizada possui um limite de
deteccdo de 5 a 10 nm a partir da superficie.
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Figura 23 - Espectros de XPS do C 1s para os filmes de (HA/CHIX)3 5, onde y é
o pH das solucoes de HA/CHI e X o grau de acetilacao da CHI
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Analisando-se os resultados do espectro de C 1s, é possivel perceber que o
aumento do pH, para um mesmo tipo de quitosana, promove uma diminuicdo na
concentragdo do pico relativo aos grupos C=0 e O-C-O. Esse efeito pode ser
explicado com base nos grupos carboxila do HA em solucédo, que se apresentam
50% ionizado em pH3 e 99% ionizado em pH 5, segundo a equagao de Henderson-
Hasselbalch. Considerando que essa configuracdo em solugcdo seja preservada na
construgdo dos filmes, supde-se que o excesso de HA né&o ionizado na superficie
dos filmes construidos em pH 3 seja responsavel pelo pico mais pronunciado, ja que
a energia necessaria para retirar um elétron de um grupo nao ionizado (COOH) é
bem maior do que a energia de ionizagdo de seu respectivo anion (COQO’). Dessa
forma, o HA atua numa compensacao de cargas, mostrando-se como o componente
majoritario do filme em relacao a CHI. As concentracdes atbmicas do carbono sao

apresentadas na Figura 24.
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Ainda no espectro de C 1s, pode-se verificar que a diminuicdo do grau de
acetilacdo, num mesmo valor de pH, aumenta discretamente a concentracdo do
grupo C=0. Isso pode ser explicado pela existéncia de uma maior concentragao de
grupos amino protonadados nas PEMs formadas por quitosana de menor grau de
acetilacao, revelando neste filme uma predominancia de forgas eletrostaticas na sua
construgao e, teoricamente, uma maior quantidade de ligacées entre os grupos (-
NH3") e (-COQO"). A maior energia de ionizacao destas ligagdes, quando comparada
a energia de ionizacao dos grupos COQ’, pode explicar os picos mais pronunciados
nas PEMs formadas por quitosana de menor grau de acetilacao.

O sinal de N 1s pode ser decomposto em dois picos, onde suas energias de
ligagdo (BE) e grupos atribuidos aos sinais, assim como as respectivas
concentragdes atbmicas, sdo exibidos na Figura 25 abaixo.
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Figura 25 - Espectro de XPS de N 1s para os filmes de (HA/CHIXy); 5, onde y é o
pH das solucoes de HA/CHI e X o grau de acetilacao da CHI
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Segundo a equacéao de Henderson-Hasselbalch, a CHI em solugdo apresenta-
se 99% ionizada em pH 3 e 90,9% ionizada em pH 5. De posse do espectro de XPS
do N 1s, € possivel identificar que o aumento do pH, para um mesmo tipo de
quitosana, promove um aumento do grupo -NHs", revelando que os polimeros em
estudo interagem primordialmente por ligacdes eletrostaticas em pH 5, uma vez que
CHI e HA apresentam-se com altos graus de ionizacdo. Ja em pH 3, ligagdes nao-
eletrostaticas sdo mais atuantes e contribuem para o crescimento do filme (e.g.
ligacdes de hidrogénio), o que pode ser associado com a baixa ionizacao do HA.

A mudanca do tipo de quitosana, por sua vez, num mesmo valor de pH,
aumentou o pico de protonacdo do nitrogénio conforme a diminuigdo do grau de
acetilacédo, reforcando a ideia de que as interagbes se dao primordialmente por
ligacdo eletrostatica com o aumento dos grupos —NH3". As ligagdes formadas entre
estes grupos e os grupos carboxila do HA apresentam alta energia de ligagao,
explicando o pico mais pronunciado. A Figura 26 apresenta o grafico de
concentragdo atémica de nitrogénio para os filmes (HA/CHIXy)3 5.
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Figura 26 - Concentracao atomica de nitrogénio em filmes de (HA/CHIXy); s,
onde y é o pH das solucoes de HA/CHI e X o grau de acetilacao da CHI
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5.3. ADESAO CELULAR

Neste tdpico, serdo apresentados os resultados de adesédo celular das
linhagens tumoral (PC3, DU-145, LNCaP) e né&o-tumoral (RWPE-1) em filmes
formados por acido hialurbnico e quitosana em diferentes pesos moleculares e
graus de acetilacdo. Como forma de controle para estes testes, também foi avaliada
a adesao das linhagens celulares em substratos sem nenhum recobrimento LbL.
Especificamente para a linhagem PC3, foram utilizados outros tipos de controle: i)
tratamento com hialuronidase, ii) tratamento com anti-CD44 e iii) adesdo em PEMs
formadas por alginato de sodio e quitosana.

5.3.1. Ensaios Preliminares

Ensaios preliminares foram realizados com a incubacdo das linhagens
celulares LNCaP, DU-145 e PC3 em filmes (HA3/CHI3)3;5 100mM e em substratos
sem nenhum recobrimento (controle). Estes testes tiveram como objetivo a prova de
conceito da adesao celular e identificacao do possivel potencial seletivo de PEMs de
HA/CHI na captura de células tumorais.

A escolha dos filmes (HA3/CHI3);5 100mM foi baseada em estudo anterior
(Vanconcellos et al., 2010) que indicou esta como sendo a melhor configuracao de
filme para captura seletiva de Linfocitos B. Os filmes foram preparados de acordo
com a metodologia apresentada no topico 4.2.3.

Os substratos foram cortados com ponta de diamante em tamanhos de
25x25mm e acomodados em placas de cultura com 6 poc¢os, como pode ser visto na
Figura 27. Cada substrato foi recoberto com um volume de 0,5mL de meio completo
contendo um nUmero de células igual a 2,5x10*. Nesta etapa, ainda nio estava
consolidada a metodologia de adeséo celular descrita no tépico 4.2.9.

Nesta etapa, foi avaliado o tempo de adeséao celular. Através de experimentos
preliminares, verificou-se que o tempo de 1 hora era suficiente para estabelecer uma
diferenca significativa de adesao destas linhagens entre as PEMs e seus controles.
Dessa forma, foram realizadas duas incubacdes e duas agitacdes, contabilizando
um tempo de 1 hora. Em seguida, uma lavagem com 1mL de DPBS Flush pH 7,0 foi

realizada. Posteriormente, os substratos foram colocados em meio completo livre de
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células para andlise. Tempos mais longos também foram avaliados, mas nao
apontavam seletividade satisfatéria, visto que a adesdo ocorria de maneira
acentuada nas PEMs e no controle, ja que se tratam de células aderentes.

Figura 27 - Incubacao das células nos substratos acomodados em placa de
cultura de 6 pocos

As superficies dos slides foram observadas em Microscopio Otico Axiovert
S100 da marca ZEISS com a lente objetiva 5X/0.12. As células aderidas foram
contadas com o auxilio do software Imaged. A razdo de adesdo para todas as
linhagens, definida como o quociente entre 0 nimero de células aderidas no filme
(HA3/CHI3)35 100mM e o namero de células aderidas no respectivo controle, esta
apresentada na Figura 28.

12

Razdo de Adesdo (PEM/Controle)

LNCaP PC3 DU-145

Figura 28- Razao de adesao das linhagens LNCaP, DU-145 e PC3 em filmes
(HA3/CHI3)35 100 mM
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A linhagem PC3 obteve melhor desempenho de adesdo quando comparada
com as demais linhagens, apresentando uma adesado 10 vezes maior nos filmes
recobertos via LbL do que nas laminas sem recobrimento. As linhagens LNCaP e
DU-145 apresentaram razdes de adesdo menores, mas também significativas.

Estes ensaios tiveram como importancia a prova do conceito da adesao de
células tumorais em PEMs de HA/CHI, a fixacdo do tempo de adesao de 1 hora
como parametro de teste e a escolha da linhagem PC3 para a avaliacdo da
configuragcé@o de filme potencialmente mais seletiva para a captura celular através da
variacao dos fatores pH, forgca ibnica, niumero de bicamadas e grau de acetilagdo da
CHI.

5.3.2. Avaliacao dos fatores pH, Fl e n na adesao celular

Os fatores pH, forca ibnica (FI) e numero de bicamadas (n) foram variados no
processo de construcao das PEMs de (HAX/CHIY)n a fim de determinar a
influéncia destas variaveis na captura seletiva de células da linhagem PC3 e
estabelecer a otimizacdo das condicbes de preparo das PEMs. Esperava-se
encontrar a configuracao de filme de maior potencial seletivo. O grafico da Figura 29
apresenta os resultados de adeséo da linhagem PC3 para os oito tipos de PEMs. O
grafico foi construido a partir de 4 medidas de ades&o (numero de células aderidas)
para cada tipo de filme, onde a barra representa o erro padrdo em torno da média.
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Figura 29 - Adesao celular da linhagem PC3 em PEMs de HA/CHI construidas
em diferentes condicoes de pH (3 e 5), forca idnica (0 e 100 Mm) e numero de
bicamadas (3 e 3.5)

Considera-se que a interagdo responsavel pela adesao celular se dé entre o
acido hialurénico presente na superficie dos filmes e o CD44, receptor especifico
para hialuronato presente na matriz extracelular (SWISTON et al., 2008;
VASCONCELLOQOS et al., 2010). Analisando-se a Figura 28, pode-se perceber uma
diferenca significativa de adesao entre alguns filmes. Dessa forma, é possivel supor
a disponibilidade de HA na superficie de cada um desses filmes como o parametro
mais relevante na adeséo celular.

Os efeitos dos fatores pH, forca i6nica (FI) e nimero de bicamadas (n) sobre
a adesao celular da linhagem PC3 foram avaliados, individual e fatorialmente,
através de um Planejamento Fatorial (DOE). Os resultados estdo representados na
Tabela 10.

A andlise da influéncia dos fatores, dentro de um nivel de significancia de 5%,
aponta que o pH, assim como o numero de bicamadas, nao teve significancia, de
maneira individual, no numero de células aderidas. No entanto, estas variaveis
quando combinadas com as demais tiveram relevancia na adesao celular. A forca

idnica foi a Unica variavel a exibir significancia individualmente.
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Tabela 10 - Influéncia dos fatores pH, idnica (FI) e numero de bicamadas (n)
sobre a adesao celular da linhagem PC3

Fator Efeito p-valor
pH 7,77 0,7368
FI 117,23 < 0,0001

n 13,45 0,5613
pH*FI -53,05 0,0290
pH*n 66,48 0,0077
FI*n 52,39 0,0309
pH*FI*n -58,58 0,0170

A independéncia do numero de bicamadas pode ser explicada pela
interpenetracdo das multicamadas de HA e CHI (YOO et al., 1998). Partindo dessa
ideia, independente do ultimo polimero a ser depositado no filme, existirdo grupos
amino e carboxila disponiveis, corroborando com os resultados de UV-vis
apresentados no tépico 5.2. Dessa forma, a adeséo celular ndo foi bloqueada em
filmes com 3 bicamadas (CHI no topo), mas apenas diminuida quando comparada
com os filmes construidos com 3.5 bicamadas (HA no topo).

O pH atua diretamente no grau de ionizagdo do HA em solugdo, segundo a
equacao de Henderson-Hasselbalch. De acordo com os resultados de UV-vis, filmes
construidos em pH 3 apresentam maior disponibilidade de HA. No entanto, o pH nao
exibiu relevancia na adesao celular. Pode-se supor, dessa forma, que exista um
nivel 6timo ou maximo para que ocorra a adeséao celular.

O acido hialurdnico pode atuar como mediador direto na adesao célula-célula.
Um bom exemplo disso é a agregacédo de diversas linhagens de células, que se
mostra inibida com altas concentracées de HA (Underhill e Toole, 1981; Green et al.,
1988), enquanto baixas concentracoes de HA induzem a agregacéo de linhagens de
linfécitos e macréfagos (Green et al., 1988). A Figura 30 exibe este comportamento
entre células.

Estendendo esse comportamento para o processo de adesao célula-filme,
pode-se supor que um excesso de HA atuaria inibindo a adesao celular, enquanto a
existéncia de um valor médio ou 6timo favoreceria a ligacdo entre os receptores

CD44 e o HA presente nas PEMs. Partindo desta hip6tese, seria possivel supor que
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o contato entre filmes com maiores quantidades de HA e células cancerigenas ndo
seja o melhor arranjo para promover a adesao seletiva destas células.

@ Semtratamento Agregacao

Receqnores de MA

Figura 30 - Agregacao célula-célula em (A) baixos niveis de HA, (B) tratada com
hialuronidase e (C) altos niveis de HA
Fonte: Adaptada de HAY (1991).

A forga idnica foi a unica variavel que promoveu, individualmente, significancia
no nimero de células aderidas. O efeito apresentado na Tabela 10 indica que seu
aumento (de 0 para 100mM) promove um aumento na adesao celular. Como ja foi
discutido no tépico 5.2, a adicdo de sal atua como um bloqueador de grupos
funcionais livres, atuando na diminuicao de grupos carboxila disponiveis para reacao
com o corante azul de alciano. Dessa forma, pode-se supor que houve uma
diminuicdo do que poderia ser um excesso de &cido hialurénico na superficie dos
filmes, favorecendo a adesao celular e corroborando com a suposi¢cao anteriormente
levantada.

Este resultado pode também ser fundamentado de acordo com o conceito de

dupla camada elétrica. A fim de entender este efeito, devem-se considerar todas as
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cargas envolvidas no processo de interacdao célula-filme. Na superficie dos filmes,
encontram-se cargas negativas dos grupos carboxila do HA e cargas positivas dos
grupamentos amino da CHI. Na superficie das células, por sua vez, encontram-se
cargas positivas do receptor extracelular CD44, juntamente com as cargas negativas
de grupos carboxilas do HA, amplamente distribuido na matriz extracelular. A
adesao celular seria, dessa forma, aumentada com a reducao do potencial elétrico
superficial, resultante da diminuigdo dos grupos carboxila disponiveis, promovendo
uma maior interacdo célula-filme em virtude da menor repulsdo entre os
grupamentos de HA presentes no filme LbL e nas células.

O aumento do fator cruzado FI*n também se mostrou significativo,
promovendo um acréscimo na adesdo celular, uma vez que o aumento do sal
diminui a disponibilidade de HA e o aumento da bicamada expde o HA na superficie.
A combinacao dos fatores pH e n atua na mesma tendéncia, apontando filmes de pH
5 e 3.5 bicamadas como a melhor configuragdo. O cruzamento dos trés fatores, por
sua vez, tem seu aumento associado com a diminui¢cdo da adeséao celular.

As Figuras 31 e 32 apresentam as micrografias de adesédo da linhagem PC3
em filmes de (HAX/CHIY)n. Em praticamente todas as condicbes de pH e Fl,
aumentar o numero de bicamadas, ou seja, disponibilizar HA no topo promoveu um
aumento da adeséao celular. Dessa forma, pode-se perceber que os resultados de
adesao celular para PEMs de HA e CHI de baixo peso molecular apresentam uma
tendéncia, indicando 3,5 bicamadas e a presenca de sal como condicbes de
otimizacao para a construcao de filmes seletivos para células cancerigenas. Apesar
de n&o ser estatisticamente significativo de forma individual, o pH apresenta efeito
na adesao celular quando combinado com as demais variaveis, tornando-o também

um fator-chave.
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Figura 31 - Micrografias de adesao da linhagem PC3 em (a) (HA3/CHI3)3;5 0 mM,
(b) (HA3/CHI3)3 0OmM, (c) (HA3/CHI3)35 100mM e (d) (HA3/CHI3); 100 mM
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—
1000 pmi

Figura 32 - Micrografias de adesao da linhagem PC3 em (a) (HA5/CHI5)35 OMm,
(b) (HA5/CHI5); OmM, (c) (HA5/CHI5);5 100mM e (d) (HA5/CHI5); 100mM

5.3.3. Avaliacao da seletividade de filmes (HA3/CHI3);5 100 mM para as
linhagens PC3, DU-145, LNCaP e RWPE-1

De posse dos resultados obtidos no topico anterior, escolheram-se os filmes
(HA3/CHI3)35 100 mM como aqueles de maior potencial seletivo. Utilizando-se estes
filmes, seguiram-se os testes de adesao celular para as linhagens DU-145, LNCaP e
RWPE-1. A escolha do pH 3 como a variavel de trabalho para estes testes deve-se a
configuragdo de loops e tails assumida pelos grupos carboxilas do HA nessa faixa
de pH. Em pH 3, o HA encontra-se com baixa densidade de carga, promovendo um

espacamento entre seus grupos carboxila ionizados. Dessa forma, a adesao seria
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facilitada por uma conformacao geométrica, que € favorecida pela baixa ionizacao
do HA (Vasconcellos et al., 2010).

Os resultados de adesao celular para todas as linhagens estdo demonstrados
no grafico da Figura 33. O grafico foi construido a partir de quatro medidas de
adesao (numero de células aderidas) para cada linhagem aderida na PEM
(HA3/CHI3)35 100 mM.
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Figura 33 - Adesao celular das linhagens DU-145, LNCaP, RWPE-1 e PC3 em
filmes (HA3/CHI3);5 100 mM e em laminas de vidro sem recobrimento
(controle), onde a barra representa o erro padrao em torno da média

Pode-se verificar que a linhagem PC3 manteve-se com o maior nimero de
células aderidas, conforme ja indicavam os ensaios preliminares no tépico 5.4.1. Por
sua vez, as linhagens tumorais LNCaP e DU-145 apresentaram valores baixos de
adesao quando comparadas a linhagem PC3. Pode-se sugerir que a adesao destas
linhagens seja mais fraca do que a adesado estabelecida pela linhagem PC3. As
inUmeras etapas de lavagem descritas no tdpico 4.2.6, nao realizadas nos ensaios

preliminares relatados no tépico 5.4.1, podem ter contribuido para esta diminuicao
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de adesado. A linhagem LNCaP, em especial, apresenta um crescimento nao
uniforme em monocamada e muito lento, apresentando-se na forma de aglomerados
frouxamente ligados, o que reforga a suscetibilidade a sucessivas lavagens.

Estudos imuno-histoquimicos mostraram que as células tumorais de
xenoenxertos de LNCaP foram negativas para CD44, enquanto as células tumorais
de xenoenxertos PC3 expressam CD44 fortemente, quase em 100% e de forma
difusa (Palapattu et al.,, 2009; Marhaba R et al,, 2008). A expressao negativa de
CD44 para a linhagem LNCaP relatada em alguns estudos talvez seja a razao pela
qual os filmes de HA/CHI ndao se mostraram seletivos para estas células.

A linhagem DU-145 apresentou os resultados menos significativos de adesao
celular. No entanto, estudos apontaram expressdes postivas de CD44 nessa
linhagem celular (Palapattu et al., 2009). Pode-se ainda supor que a melhor
condicao de adesao para a linhagem PC3 nao seja reprodutivel para todas as
linhagens.

O CD44 ¢é uma glicoproteina composta por quatro dominios funcionais servindo
como uma molécula de adesao celular para acido hialurénico (Nagano e Okazaki,
2013). Sua isoforma normal (CD44std) é predominantemente expressa em
subconjuntos de células epiteliais normais (NAOR e SIONOV, 1997). A isoforma
CD44v, por sua vez, é altamente expressa em carcinomas (NAGANO e OKAZAKI,
2013).

A linhagem n&o-tumoral RWPE-1 foi escolhida como tentativa de controle e
comparagcdo com as linhagens tumorais. No entanto, a linhagem RWPE-1
apresentou uma medida expressiva de adesao. Estudos (NI et al., 2014) apontam
que expressao de CD44std foi encontrada moderadamente positiva na linhagem de
células RWPE-1 e até fortemente positiva em todos os tecidos normais de prostata.
Dessa forma, o significativo nimero de células aderidas em filmes (HA3/CHI3)35
100Mm pode ser reflexo da expresséao positiva de CD44std na linhagem RWPE-1.

Assim, a adesao de uma linhagem celular em filmes funcionalizados com &cido
hialurénico pode ser relacionada com a disponibilidade de receptores CD44
presentes na matriz extracelular. O CD44 serviria dessa forma como uma espécie de
marcador ou sinalizador no monitoramento da evolucao progndstica e para avaliacao

dos mecanismos de evolugao de um tumor.



80

Dessa forma, entender a relacdo deste receptor com grupos carboxila é
importante para propor mecanismos de diagnéstico. A correlagdo da expressao de
CD44 com o perfil clinico-patolégico ja foi avaliado em estudos que mostraram a
expressao desta molécula com leucemias que apresentavam formas tumorais da
doenga (CAVALCANTI JUNIOR et al., 1997).

5.3.4. Concentracao de CD44 nas linhagens tumorais

As linhagens PC3, LNCaP e DU-145 foram submetidas a uma citometria de
fluxo a fim de quantificar a presenca do receptor CD44 na superficie extracelular.
Este ensaio foi realizado com as linhagens citadas em duas condi¢des diferentes: i)
linhagem sem nenhum tratamento e ii) tratamento com hialuronidase.

A fim de localizar os receptores CD44, utilizou-se o anticorpo anti-CD44
conjugado com marcador fluorescente. Os resultados da citometria de fluxo estao
apresentados no grafico da Figura 34 abaixo, onde a barra representa o desvio

padrdo em torno da média.
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Figura 34 - Porcentagem de CD44 nas linhagens LNCaP, DU-145, PC3 e RWPE-
1 nas condicoes de auséncia e tratamento com hialuronidase
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A expressiva porcentagem de CD44 presente na linhagem PC3 sugere o bom
desempenho de adesdo dessas células nas PEMs de HA/CHI. O resultado da
significativa adesado da linhagem RWPE-1 pode também ser explicado pela
significativa expressdo de CD44 nesta linhagem. A reduzida porcentagem de CD44
presente na linhagem DU-145 pode ser a razdo pela qual estas células
apresentaram uma também reduzida adesdo nas PEMs (HA3/CHI3);s 100 mM,
conforme apresentado no topico 5.4.3.

A linhagem LNCaP, por sua vez, apresentou uma expressiva porcentagem de
CD44 em suas células. No entanto, muitas linhagens celulares que expressam
fortemente CD44 nao exibem, necessariamente, interacbes dependentes e
associadas ao HA (Miyake et al, 1990). Além disso, seu crescimento em
monocamada com a formacdo de massas disformes reforca a baixa adesdo nas
PEMs de HA/CHI apresentada no tépico anterior.

Verifica-se, através deste ensaio, que a hialuronidase atua na
despolimerizagdo do HA na superficie extracelular e aumenta a disponibilidade do
receptor CD44 nas linhagens LNCaP e PC3. Dessa forma, as linhagens tratadas
com hialuronidase apresentam um maior niumero de sitios CD44 potencialmente

capazes de promover adesao celular em superficies funcionalizadas com HA.

5.3.5. Influéncia da hialuronidase na adesao celular

A partir dos resultados da citometria de fluxo que indicaram um aumento da
porcentagem de CD44 na linhagem PC3 quando tratada com hialuronidase, decidiu-
se investigar a adesado destas células tratadas com hialuronidase nas PEMs
(HA3/CHI3)35 100 mM e (HA5/CHI5)35 100 mM. Os resultados de adesao celular
para a linhagem PC3 tratada e nao tratada com hialuronidase estao apresentados
na Figura 35.

Analisando-se o grafico, conclui-se que a linhagem PC3 quando tratada com
hialuronidase obteve um numero de células aderidas superior a linhagem PC3 sem
tratamento. Esta tendéncia se manteve tanto nos filmes construidos em pH 3 com
um aumento em torno de 32%, quanto nos filmes construidos em pH5 com um

aumento em torno de 15%.
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Figura 35 - Resultado da adesao da linhagem PC3 tratada e nao tratada com
hialuronidase em filmes de (HA3/CHI3);5 100 mM e (HA5/CHI5)35 100 mM

Considerando que a adesao celular se dé entre o par CD44-HA, pode-se
apenas explicar este fendmeno analisando a disponibilidade de CD44 e HA na
superficie extracelular, visto que a quantidade de HA nas PEMs permaneceu
inalterada. De acordo com os resultados do tdpico anterior, a agdo da hialuronidase
promove um aumento da disponibilidade de sitios do receptor CD44, sugerindo uma
maior adeséao celular, corroborando com os resultados da Figura 35.

Uma vez despolimerizado o HA presente na matriz extracelular, pode-se
supor que houve uma diminuigdo do excesso de HA entre a célula e o filme, o que
favoreceria a adesao celular. Talvez seja essa a raz&o do maior aumento de adesao
em filmes de pH 3, ja que estes apresentam maior inibicdo a adesao em virtude da
maior disponibilidade de HA. Portanto, a ades&o celular mostra-se como reflexo da
maior disponibilidade de CD44 e, ainda, da diminuicdo de HA existente na superficie
da célula.

A Figura 36 exibe uma representacdo da acao da hialuronidase na superficie
da célula, que atua como uma espécie de disponibilizador dos receptores CD44
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existentes que estavam impedidos de promover adesao por conta da presenca de
HA.
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Figura 36 - Acao da hialuronidase na superficie extracelular da linhagem PC3
5.3.6. Influéncia do receptor CD44 na adesao celular

Decidiu-se avaliar também a influéncia do anticorpo especifico para o receptor
CD44 na adesao celular da linhagem PC3 em PEMs de (HA3/CHI3)35 100 mM. Os
resultados de adesao celular para a marcacao com o anti-CD44 estdo apresentados
na Figura 37.
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Figura 37 - Adesao celular da linhagem PC3 sem tratamento e marcadas com
anti-CD44 em filmes (HA3/CHI3)3.5 100 mM
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O anticorpo anti-CD44 tem como funcao ligar-se ao epitopo do receptor do
CD44. Analisando a Figura 37, percebe-se que a adesao celular da linhagem PC3
marcada com o anticorpo em filmes (HA3/CHI3)35 100 mM foi diminuida em torno de
80% quando comparada a adesao da linhagem PC3 sem nenhum tratamento nos
mesmos filmes. Estes resultados levam a suposicdo que as ligacdes do anti-CD44
aos receptores CD44 funcionaram como espécies de bloqueadores, impedindo que
estes se ligassem ao HA presente nos filmes (HA3/CHI3)35 100 mM.

Estudos anteriores demonstraram uma diminuicdo da adesdo em células de
leucemia linfoblastica aguda com a utilizagdo de um novo anticorpo para o CD44
(Bendall et al, 2013). O novo anticorpo de CD44 identificou um epitopo que é
expresso em células de leucemia linfoblastica aguda. Tendo como fungéo ligar-se ao
dominio de ligacdo ao acido hialurénico na molécula de CD44, atuou também na
inibicdo de adesao celular. A Figura 38 apresenta uma ilustracdo de como ocorre

essa inibicao na superficia da célula.

Figura 38 - llustracao da acao do anticorpo anti-CD44 na superficie extracelular
5.3.7. Influéncia do HA na adesao celular

A fim de avaliar a relevancia da presenca de acido hialurénico em filmes de
(HAX/CHIY)n para a promocao de adesao celular, as condi¢cées de pH 3, 100 mM e
3,5 bicamadas foram reproduzidas para a producao via LbL de filmes multicamadas
formados por alginato (ALG) e quitosana (CHI) de acordo com o tépico 4.2.3. A
escolha do ALG como controle para esses testes foi baseada em alguns critérios.
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Assim como o HA, o ALG possui baixa densidade de cargas em pH 3 e alta
densidade de cargas em pH 5, € um polimero natural biocompativel, ndo téxico e
comumente associado a CHI para a formacéao de filmes multicamadas (YANG et al.,
2007; VASCONCELLOQOS et al., 2010).

Dessa forma, PEMs de (ALG3/CHI3)3s 100mM e (HA3/CHI3)35 100mM
tiveram sua seletividade de captura celular avaliada com a linhagem PC3. Os

resultados destes ensaios estdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39 - Adesao celular da linhagem PC3 em filmes (HA3/CHI3);5 100 mM e
(ALG3/CHI3)35 100 mM

Percebe-se que a presenca do HA mostra-se fundamental para que ocorra a
adesao celular, tendo em vista que esta diminui em torno de 95% quando o
polieletrélito HA é trocado por ALG. A adesado ainda existente em filmes de
(ALGS3/CHI3)3.5 100 mM pode ser explicada por atracdes eletrostaticas entre as
células, com cargas positivas oriundas da presenca dos receptores CD44, e a
superficie negativa dos filmes que contam com ALG como ultimo polimero
depositado na superficie. Também pode-se destacar o efeito de aderéncia, tipico
dessas células, como algo preponderante na adesao celular. Naturalmente, células
de aderéncia tem a tendéncia de se aderirem em um determiando substrato, o que
pode ser observado nas PEMs (ALG3/CHI3)35 100 mM.

Estudos anteriores apontaram uma reducao de adesao de linfécitos B em
PEMs de ALG/CHI quando comparada com a adesao destas células em PEMs de
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HA/CHI (Vasconcellos et al., 2010). A Figura 40 exibe as micrografias de adesao da
linhagem PC3 sem tratamento e marcada com anti-CD44 em PEMs de
(HA3/CHI3)35 100 mM e da mesma linhagem sem tratamento em PEMs de
(ALG3/CHI3)3.5 100mM.

1000 pm

1000 pm 1000 pm

Figura 40 - Micrografias de adesao celular da linhagem PC3 (a) sem tratamento
em PEMs de (HA3/CHI3)3;5 100mM (b) sem tratamento em PEMs de
(ALG3/CHI3)35 100mM e (c) marcada com anti-CD44 em PEMs de (HA3/CHI3);35
100mM

5.3.8. Avaliacao do pH e grau de acetilacao na adesao celular

Nestes testes, foi avaliada a captura seletiva celular da linhagem PC3 em

filmes construidos com &cido hialurbnico e quitosana de alto peso molecular em
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diferentes graus de acetilagdo. Desejava-se investigar a influéncia do pH e grau de
acetilacdo na adeséao celular, quando fixados o niumero de bicamadas (3,5, ou seja,
HA como polimero de topo) e a forga ibnica (0 mM NaCl). Os resultados de adesao
em filmes de (HA/CHIXy)3 5 estdo apresentados na Figura 41.
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Figura 41 - Adesao celular da linhagem PC3 em filmes de (HA/CHIX); 5, onde X
€ o grau de acetilacao da quitosana

Os efeitos dos fatores pH e grau de acetilacao (GA) sobre a adesao celular
foram avaliados, individualmente e nas suas interagdes de ordem superior, através
de um Planejamento fatorial (DOE). As variaveis sdo consideradas estatisticamente
significantes quando possuem p-valor < 0,05. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 11.
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Tabela 11 - Influéncia dos fatores pH e grau de acetilacao (GA) sobre a adesao
da linhagem PC3

Fator Efeito p-valor
pH 220,63 0,0001
GA -56,63 0,1721

pH*GA 72,63 0,0698

A analise da influéncia dos fatores, dentro de um nivel de significancia de 5%,
aponta que apenas a variavel pH é significante, individualmente, no nimero de
células aderidas. Seu aumento atua promovendo um aumento da adeséo celular. De
maneira contraria, o grau de acetilacdo (GA) nao se mostrou significante nesta
analise, assim como seu efeito conjugado com o pH.

Considera-se que a interagdo responsavel pela adesado celular seja entre o
acido hialurénico presente na superficie dos filmes e o CD44, receptor especifico
para hialuronato presente na matriz extracelular (SWISTON et al., 2008;
VASCONCELLQOS et al., 2010). Pode-se supor que o aumento do grau de acetilacao
nao foi suficiente para alterar a disponibilidade de grupos carboxilas do HA na
superficie das células, corroborando com os resultados de XPS apresentados no
tépico 5.3.3, que apontaram uma mudanca discreta na concentracao do grupo C=0.

Além disso, verificou-se também que os filmes construidos em pH 5
apresentaram as menores concentragdes de acido hialurénico e os maiores valores
de adesao celular. Novamente, os arranjos com as menores disponibilidades de HA
mostram-se seletivamente mais eficazes na captura celular, reforcando a hipétese
levantada no tépico 5.4.2, baseada no comportamento de agregacao célula-célula
(Underhill e Toole, 1981; Green et al., 1988).

E possivel concluir, através da andlise DOE, que o pH afeta diretamente a
superficie dos filmes e, portanto, a adesao de células sobre estes, ja que atua
diretamente no grau de ionizagao dos polimeros em estudo. A Figura 42 apresenta

as micrografias de adesao das células PC3 nas PEMs estudadas nesta sec¢éo.
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1000 pm

Figura 42 - Micrografias da adesao da linhagem PC3 em filmes (a)
(HA/CHI373)3 5 (b) (HA/CHI375)35 (¢) (HA/CHI203)3,5 e (d) (HA/CHI205)3 5
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6. DISCUSSAO GERAL

A técnica Layer-by-Layer, de fato, mostra-se no cenario atual como uma
alternativa bastante versatil, facil e de baixo custo para o desenvolvimento de
materiais com propriedades quimicas e fisicas bem controladas em diversas areas
da ciéncia. Neste trabalho, através do ajuste de varidveis experimentais como pH,
forca ibnica, grau de acetilacdo das solucbes polieletroliticas e numero de
bicamadas depositadas, foi possivel promover modificagées na estrutura dos filmes
multicamadas, alterando o perfil topografico dos filmes, a disponibilidade de grupos
funcionais e concentracao atémica.

Estes filmes tiveram seu carater seletivo de captura celular avaliado para
diferentes linhagens tumorais. Considerando-se que a interacao responsavel pela
adesao celular se dé entre o 4cido hialurdnico presente na superficie dos filmes e o
CD44, receptor especifico para hialuronato presente na matriz extracelular
(SWISTON et al., 2008; VASCONCELLOS et al., 2010), o acido hialurénico atuou
como mediador direto da adeséo célula-filme.

Explorando a agregacao célula-célula, que se mostra inibida com altas
concentragdes de HA (Underhill e Toole, 1981; Green et al., 1988), investigou-se a
disponibilidade dos grupos carboxila do HA nos filmes HA/CHI com o auxilio das
técnicas de Espectroscopia de UV-Vis e Espectroscopia de Foto-elétrons de Raios-x
(XPS) a fim de entender o comportamento célula-filme. Esperava-se, dessa forma,
encontrar valores de adesao mais significativos em filmes com baixas concentracdes
de HA. Os diferentes tipos de filmes fabricados via LbL tiveram diferentes
desempenhos nos testes de adesdo celular com a linhagem tumoral PC3. Os filmes
(HA3/CHI3)35 100mM e (HAS5/CHI5)35 100mM apresentaram os valores mais
significativos de adesao celular durante uma hora de incubagéo.

Os resultados de UV-vis permitiram determinar que os filmes construidos em
pH 3 apresentaram uma maior disponibilidade de grupos carboxila do HA. No
entanto, o aumento da forgca ibnica atuou como bloqueador, reduzindo a
disponibilidade de grupos funcionais e aumentando a adesao celular, identificando a
Fl, nesses ensaios, como o fator mais decisivo para promocao de adesao nos filmes
(HAX/CHIY)n. Dessa forma, concentracdes mais baixas de HA proporcionaram uma
adesao mais significativa para a linhagem PC3, o que justifica o destaque dos filmes
(HA3/CHI3)35 100mM e (HA5/CHI5)35 100mM.
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Os resultados de AFM permitiram compreender que todos os parametros (pH,
FI, niumero de bicamadas, GA da CHI) foram decisivos no perfil topografico dos
filmes. Apesar de entender a adesdao como um fend6meno de superficie, ndo foi
possivel correlacionar os valores de rugosidade dos filmes com os resultados de
adesao celular para a linhagem PC3. Dessa forma, pode-se supor que a rugosidade
nao atua como uma propriedade preponderante na adeséo celular, sugerindo que
outras caracteristicas atuam de forma mais decisiva nas interagdes célula-filme.
Pode-se ainda atribuir a diferenca na ordem de tamanho do filme, numa ordem de
nm, e da célula, numa ordem de um, como um fator decisivo para a falta de
influéncia da rugosidade no processo de adesao celular.

Em praticamente todas as condicées de pH e Fl, aumentar o numero de
bicamadas promoveu um aumento da adesdo celular. Entretanto, os filmes
(HA3/CHI3); OmM apresentaram maior adesao e a metade da rugosidade quando
comparados com os filmes (HA3/CHI3)s;s O0mM, fugindo da tendéncia apresentada.
Pode-se supor que o aumento da rugosidade, neste caso, pode ter atuado como
limitante da adeséo, sugerindo que superficies mais rugosas provavelmente possam
dificultar as células de estabelecerem prolongamentos e uma efetiva adesao.

Os resultados de XPS apontaram que a concentracao de grupos carboxilicos
do HA é diminuida significativamente com o aumento do pH e discretamente
alterada com a mudanca do grau de acetilacdo. Dessa forma, os filmes
(HA/CHIXs)3 5 apresentaram o maior potencial seletivo, ratificando o pH como um
fator-chave na fabricacao das PEMs. Além disso, o0 acompanhamento das variacdes
nas concentracoes atdbmicas dos elementos na superficie realizada pela técnica de
XPS permitiu o melhor entendimento das interacées ocorridas no processo de
construcéo dos filmes multicamadas de quitosana e acido hialurdnico.

Na tentativa de se compreender o comportamento da interagdo CD44-HA, a
linhagem PC3 foi tratada com hialuronidase e marcada com o anticorpo especifico
para CD44. O tratamento da linhagem PC3 com o anticorpo especifico para CD44
reduziu significativamente a ades&o celular. Resultados semelhantes foram obtidos
nos estudos de Lesley et al, 1990 e Green et al, 1988. O tratamento com
hialuronidase, por sua vez, promoveu um aumento no numero de células PC3
aderidas. A citometria de fluxo realizada corrobora com este resultado, uma vez que

aponta que a porcentagem de CD44 disponivel € maior nas células tratadas com
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hialuronidase. Dessa forma, estes ensaios comprovam que a adesao celular,
aumentada ou diminuida, é reflexo da quantidade de epitopos disponiveis dos
receptores CD44.

As linhagens LNCaP e DU-145 tiveram sua adesdo avaliada em filmes
(HA3/CHI3)35 100mM. No entanto, apresentaram baixas medidas de adesao quando
comparadas com a linhagem PC3. A baixa adesado da linhagem DU-145 pode ser
explicada pela baixa porcentagem de receptores CD44 apontada na citometria de
fluxo. A linhagem LNCaP, apesar da significativa porcentagem de CD44, apresentou
uma baixa adesao. Muitas linhagens celulares expressam fortemente CD44, mas
nao apresentam interacées dependentes de HA (Miyake et al., 1990). Além disso,
pode-se ainda acrescentar o seu crescimento em monocamada e a formacédo de
massas disformes como possiveis causas para a reduzida adesao.

Para reforcar a necessidade e importancia do HA no processo de adesao
celular, a adeséo da linhagem PC3 também foi avaliada em filmes (ALG3/CHI3);35
100 mM. A adesao destas células, quando comparadas com a adesao das mesmas
em filmes (HA3/CHI3)3 5 100 mM, foi expressivamente reduzida, em torno de 95%.

Péde-se, através das técnicas de caracterizacao utilizadas e dos testes de
adesao realizados, compreender quais parametros sao significativos na construcéao
de filmes seletivos para captura de células tumorais e entender como se comporta a

interacdo CD44-Hialuronato, responséavel pela adeséao celular.
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7. CONCLUSAO

A utilizacdo da técnica LbL foi capaz de promover a construcdo de PEMs de
HA/CHI que se mostraram potencialmente seletivas na captura de células da
linhagem tumoral PC3. Alteragcdes de pH, forca idnica, grau de acetilagdo da
quitosana e numero de bicamadas depositadas atuaram diretamente na rugosidade,
na disponibilidade de grupos funcionais e concentracdo atémica dos filmes. De
posse das técnicas de caracterizagdo utilizadas, péde-se perceber o HA como
mediador direto no processo de adesdo ceélula-filme. Foi possivel maximizar a
medida de adesado através do ajuste das varidveis pH, forca ibnica e numero de
bicamadas. Os filmes (HA3/CHI3)35 100mM e (HA5/CHI5)35 100mM apresentaram
os valores mais significativos de adeséao celular.

A avaliagdo de adesdo celular da linhagem PC3 quando tratada com
hialuronidase e marcada com o anticorpo especifico para CD44, assim como a troca
do HA das PEMs por ALG na associacdo com CHI, permitiram compreender a
disponibilidade de CD44 na superficie extracelular e atribuir como fator decisivo a
presenca do HA nos filmes para a ocorréncia de adesdo. Dessa forma, é possivel
verificar a potencial aplicacao destes filmes como espécies de plataforma para a
captura seletiva de linhagens tumorais prostaticas. Entendendo a linhagem PC3
como um modelo de célula tumoral, os resultados deste estudo apontam a
possibilidade da utilizacdo das técnicas e conceitos demonstrados em inumeras
aplicaces, tais como mecanismos rapidos de diagnéstico, cascatas de sinalizacao

celular e biossensoriamento.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Escolha de outra linhagem n&o tumoral para utilizagdo como forma de
controle e comparagcdo com a adeséao de linhagens tumorais. Recomenda-se
que esta seja livre da expressao de CD44 a fim de estabelecer comprovagdes
quanto a interacao CD44-hialuronato no processo de adeséo celular.

e Investigacdo dos parametros pH, forca ibnica, grau de acetilacdo da
quitosana e numero de bicamadas na construcao de filmes seletivos para a
avaliacdo da adesao celular das linhagens DU-145 e LNCaP. Isso seria
necessario considerando-se que a configuracdo o6tima de filme para a
linhagem PC3 pode néo ser reprodutivel para as outras linhagens.

e Avaliacédo da cinética de adesao de cada linhagem por se tratarem de células
aderentes, visto que o tempo mostra-se como parametro determinante na
seletividade dos filmes construidos.

e Fabricacao e caracterizacdo de filmes por Spray Coating, uma vez que o
método mostra-se mais rapido e proporciona uma economia de reagentes.

e Avaliagdo da adesdo da linhagem ndo-tumoral RWPE-1 marcada com o
anticorco anti-CD44 em filmes CHI/HA a fim de reforcar a atribuicdo da
adesédo celular desta linhagem em virtude da expressiva presenca do
receptor CD44.

e (Caracterizacao em estado umido das PEMs de CHI/HA utilizando as técnicas
de Microscopia de forca atbmica e Espectroscopia de UV-Visivel e, também,
em estado sdélido apo6s as etapas de adesao celular com o objetivo de analisar
as modificacdes na superficie e estrutura dos filmes em ambas as condi¢des.

e Avaliagdo da qualidade de adesao atraves da andlise dos prolongamentos
celulares sobre o filme a partir das microscopias sinalizadas com o corante

Faloidina.
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ANEXOS
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As Figuras 43 e 44 abaixo apresentam os resultados de MEV para alguns
filmes de (HAX/CHIY)n.

EHT=15.80 kV HACHCIH 3,5 LRAC/FEQ
I Probe= 108 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Mag= 168 X

Figura 43 - MEV da superficie do filme (HA3/CHI3)35 100Mm

HAS/CHIS 3,5
W= 25 an  Detector= SE1 UNICAMP

EHT=15.90 KV HA3/CHI3 3,5 EHT-15.88 KV
Mag= 2.5 K X 1 Probe= 108 pA WD- 25 mn  Detector= SE1 UNICAMP | Meg= S5.88 K X I Probe= 180 pA

Figura 44 - MEV da secao transversal dos filmes (a) (HA3/CHI3); 5 100mM e (b)
(HA5/CHI5)3 5 100mM
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Observando-se as microscopias, pode-se perceber que o MEV nao foi
suficiente para determinar a espessura dos filmes multicamadas através das secdes
transversais. Superficialmente, o MEV também ndo conseguiu identificar a
rugosidade dos filmes. Esta técnica foi utilizada em quase todas as condi¢cbes de
filmes estudadas neste trabalho, ndo apontando em nenhum dos casos bons
resultados.

ANGULO DE CONTATO

A Figura 45 apresenta os resultados das medidas de angulo de contato para
filmes contendo 3 e 3,5 bicamadas depositadas, respectivamente. E possivel
concluir que os filmes contendo HA no topo (3,5 bicamadas) apresentam maior
carater hidrofilico em virtude do menor angulo entre o plano em que se encontra a
gota e a tangente que passa pela sua superficie. A maior hidrofilicidade nestes
filmes pode ser explicada pela presenca dos grupos funcionais carboxila e hidroxila
do HA.

@ ()

Figura 45 - Imagem de gota de 5uL depois de 10s em filme (a) (HA3/CHI3)3;
100mM e (b) (HA3/CHI3)35 100mM

A dificuldade desta andlise se encontrou na determinagdo do angulo de
contato nos filmes de 3,5 bicamadas, uma vez que o goniémetro nao foi capaz de
medir este angulo. O problema nao ocorreu nos filmes de 3 bicamadas. Esta
tendéncia foi repetida em todas as condigées de filme com 3 e 3,5 bicamadas,
revelando os filmes com CHI no topo como os mais hidrofébicos.
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Na tentativa de contornar o problema, o tempo e volume da gota foram
diminuidos, mas nao resultou efeito nas medigbes. Dessa forma, € possivel concluir
que o polimero do topo atua diretamente na capacidade de molhabilidade da
superficie, podendo-se, assim, utilizar a adsor¢gao sequencial dos polieletrélitos HA e
CHI para controlar o carater hidrofilico da superficie.



