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INTRODUGAO:

O estudo das solugdes de polications e
polianions para a formagao de filmes tem sido
amplamente explorado na busca por aplicacbes
biomédicas promissoras, como recobrimentos
para a deteccdo de células tumorais. Para essa
finalidade, é possivel aplicar a técnica de Layer-
by-Layer (LbL), que permite a criagdo controlada

de filmes finos e altamente sensiveis.

A técnica de LbL consiste na construgéo
de filmes nanoestruturados a partir da deposicao
alternada de polieletrélitos de cargas opostas

em um substrato, como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Esquema ilustrativo da técnica Layer-by-Layer. Retirada
de (DECHER, 2002).

Primeiramente, um polieletrdlito é imerso
em uma solucéo diluida contendo polimeros de
carga oposta. Esses componentes interagem
eletrostaticamente, possibilitando a adsorgéo do
polieletrélito no substrato e promovendo uma
mudanca na polaridade da superficie.
Posteriormente, séo realizadas lavagens para
remover o excesso do polieletrolito entre cada
deposicdo. Em seguida, o0 substrato €
mergulhado em uma solu¢éo diluida de outro
polimero, também de carga oposta a da primeira
(MORAES, 2014), para dar

continuidade ao processo de deposi¢do. Esse

solucéo

ciclo é repetido conforme necessario para
alcancar o revestimento desejado, permitindo a
construcao controlada de camadas de polimeros
alternados, caracteristico da técnica Layer-by-
Layer (LbL). A interacdo eletrostatica entre os
polimeros carregados opostamente é essencial
para a estabilidade e a aderéncia do filme.

A técnica LbL, desenvolvida por Gero
Decher em 1997, oferece varias vantagens,
como sua reprodutibilidade e a capacidade de

realizar deposi¢cdes em praticamente qualquer
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tipo de substrato, além do controle de
parametros dos filmes de bicamadas, como
concentracao, composicao e tempo de adsorcao
(DECHER, 2002). A estrutura dos filmes
formados por essa técnica, incluindo a
rugosidade e a espessura, é influenciada por
diversos fatores, como o tipo do polimero
utilizado, o pH das solugbes (SHIRATORI,
2000), (VASCONCELLOS et al., 2010) e a forca
ionica (ROCHA NETO et al, 2019). Outra
vantagem € a ampla gama de reagentes que
podem ser utilizados nas deposicdes LbL,
incluindo polimeros, biomacromoléculas,
coloides etc. Ainda, os filmes produzidos sdo
Uteis em diversas aplicacdes biomédicas, tais
como em sistemas de liberacdo de farmacos,
adesdo de células, desenvolvimento de
materiais de regeneracdo para tecidos,
biossensores, entre outros (TANG et al., 2006).

Nesse contexto, o0s polidnions e
polications atuam como 0s componentes
essenciais para a construgdo desses filmes.
Uma vez formado, esse fiime pode ser
modificado com biomoléculas especificas, que
possuem biomarcadores
associados ao cancer (SHARMA, 2017). Entre

eles destaca-se 0 CD44, uma glicoproteina

afinidade  por

associada a adesao celular e que tem como
principal ligante o &cido hialurdnico (HA)
(SNEATH; MANGHAM, 1998), (GOODISON et
al.,, 1999). Além do HA, outros ligantes sdo o
sulfato de condroitina (CS), o alginato de sédio
(ALG), a carboximetilcelulose (CMC), a
fiboronectna e o (SNEATH,;
MANGHAM, 1998), (GOODISON et al., 1999).

Para casos como esse, que envolvem o

colageno

desenvolvimento de tecnologias para a

aplicacdo biomédica, é interessante utilizar

polimeros naturais, pois sdo biocompativeis e
biodegradaveis, além de possuirem baixa
toxicidade (ASSIS, 2003).

A técnica de Layer-by-Layer (LbL)
emerge como uma estratégia promissora para a
criacdo de biomateriais que podem ser utilizados
na imobilizacéo de células, como a aplicacdo em
revestimento de biosensores para aprimorar a
sensibilidade e a seletividade (SWISTON,
2008), permitindo o controle da adesé&o celular
na superficie de substratos, necesséaria para
identificar precocemente a presenca de células
tumorais prostaticas.

Nesse contexto, o estudo objetiva avaliar
0 comportamento de misturas de polianions,
como HA, CS, CMC e ALG, para avaliar as
condicdes de producéo de filmes finos através
da técnica LbL. Essa abordagem pode abrir
caminho para possiveis aplicacdes promissoras
na area biomédica, como no recobrimento de
biossensores com  potencial para a

deteccédo de cancer.

METODOLOGIA:

A metodologia adotada para estudar o
comportamento das solu¢cdes de polimeros
naturais, a fim de para avaliar a possibilidade de
formacédo de filmes, iniciou-se com o preparo
das solucdes de polieletrdlitos: acido hialurénico
(HA), sulfato de condroitina (CS), alginato de
sédio (ALG) e carboximetilcelulose (CMC); estas
foram feitas na concentracéo de 1 g/L a partir da
solubilizacdo dos polimeros em agua Milli-Q®
18.2 MQ. Ja a solugédo de quitosana (CHI) foi
preparada solubilizando-a em solucao de acido
acético a 0,1 M, também sob agitacdo. Os pH
foram ajustados para 3,5 + 0,1 e 55 £ 0,1
utilizando solu¢gdes de NaOH e HCI 0,1 M.
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Posteriormente, o comportamento de
carga das solucbes foi caracterizado pela
técnica do potencial zeta, usando um
equipamento Zetasizer Nano ZS. Além disso, as
solucBes de polieletrdlitos e misturas das
mesmas quantidades de polication/polianion
foram caracterizadas pela espectroscopia
ultravioleta-visivel, utilizando um leitor de placas
Varioskan Lux, nos comprimentos de onda de
300 a 800 nm.

As solugbes avaliadas foram aplicadas
no revestimento de laminas de vidro, de forma a
estudar a formacéo de filmes pela técnica LbL.
As laminas de vidro foram imersas em solucao
de detergente, hidroxido de sodio 1,0 M e agua
deionizada, respectivamente, em banho
ultrassonico, durante 10 minutos cada. Em
seguida, foram secas em condigdo ambiente e
armazenadas até a deposicdo dos filmes.
Depois, em cada lamina foi depositada uma pré-
camada de PEI durante 10 minutos, seguida por
trés lavagens por 2, 1 e 1 minuto. Sobre esta pré-
camada, foram depositadas 3,5 bicamadas de
polication/polianion, por meio da imersao
alternada das laminas nas solugbes de
polieletrélitos durante 10 minutos cada,
intercaladas por trés imersdes em solugfes de
lavagem de agua deionizada, durante 2, 1 e 1
minutos, respectivamente.

ApOs os recobrimentos estarem prontos,
a caracterizacao dos filmes foi feita medindo a
absorbancia dos substratos, no comprimento de
617 nm, no leitor de placas Varioskan Lux, de
forma a relacionar a absorbéncia com as
caracteristicas da estrutura dos filmes. Para
isso, as laminas foram imersas em solucdes de
corante AA (0,001 H e pH 3,0) por 15 minutos e,

entdo, lavadas duas vezes consecutivas, por 2

minutos em agua Milli-Q®.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A avaliacdo do potencial zeta das
solucBes demonstrou uma tendéncia de valores
absolutos mais elevados nos polianions em pH
5,5, com excecao do CMC, que ndo apresentou
variacdo significativa. O gréfico apresentado na
Figura 2 contém o potencial zeta das solucbes
de quitosana, &cido hialurénico, sulfato de

condroitina, alginato de sédio e

carboximetilcelulose.
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Figura 2. Potencial zeta das solugdes de polieletrélitos (1 g/L).
Essa medida foi utilizada para avaliar a

estabilidade das solugbes no pH selecionado,
fornecendo informacdes sobre a carga
superficial das particulas coloidais presentes
nas solugdes e sendo crucial para compreender
as interacdes eletrostaticas entre  0s
polieletrélitos e determinar a estabilidade da
solugdo em diferentes condigbes de pH. Em
geral, o valor de 30mV ¢é a referéncia de
estabilidade das particulas; assim, potenciais
Zeta de valor absoluto superior a 30 mV indicam
estabilidade, enquanto valores absolutos
inferiores a esse potencial indicam instabilidade,
floculagéo, agregacdo (KEPEKCI et al., 2021).

O comportamento obtido € esperado,

uma vez que, considerando o pKa das
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substancias, sabe-se que elas estardo mais
ionizadas em solucbes menos A4cidas
(VASCONCELLOS et al., 2010). A quitosana,
por sua vez, apresenta um comportamento
contrario, possuindo maiores potenciais em
condicbes mais &cidas e, entdo, sendo mais
estavel. Isso ocorre devido a protonacdo dos
grupamentos amino (NH2).

A Tabela 1 contém os valores de
absorbéncia das misturas estudadas no
comprimento de 600 nm. Analisando-a,
percebe-se que aquelas que contém quitosana
no pH 5,5 possuem maior absorbancia.

Tabela 1. Valores de absorbdncia das solugdes obtidos em um
comprimento de onda de 600 nm.

Placas Absorbancia

HA 3,5/ CHI 3,5 0,365 + 0,159
HA 5,5/ CHI 3,5 0,504 + 0,325
CS3,5/CHI35 0,209 + 0,033
CS55/CHI35 0,218 + 0,017
ALG3,5/CHI35 0,383+ 0,071
ALG5,5/CHI 3,5 0,473 + 0,042
CMC 3,5/CHI 3,5 0,202 + 0,022
CMC 5,5/ CHI 3,5 0,246 + 0,008
HA5,5/CHI 5,5 0,696 + 0,130
HA 3,5/CHI 5,5 0,789 + 0,081
CS5,5/CHI55 0,510 + 0,019
CS3,5/CHI55 0,487 + 0,013
ALG5,5/CHI5,5 0,250 + 0,038
ALG 3,5/CHI5,5 0,231+ 0,021
CMC 5,5/CHI 5,5 0,497 + 0,029
CMC 3,5/CHI 5,5 0,491 + 0,009

A técnica de espectroscopia UV-visivel
(UV-vis) foi aplicada para estabelecer uma
relac@o entre a absorbancia e a turbidez gerada
na mistura. A espectroscopia UV-vis possibilita a
andlise da absorbancia de solugcdes em
diferentes comprimentos de onda, o que pode
revelar padrbes especificos relacionados a
formacédo de complexos ou agregados coloidais.

Segundo a Equacdo de Henderson-
Hasselbach, a CHI est4 totalmente ionizada em
pH 3,5 e apenas parcialmente em pH 5,5, ou
seja, em pH 5,5 ha menos grupamentos aminos

livres. Ja os polianions estdo mais dissociados

em solu¢des menos acidas. Fixando o pH da
quitosana em 3,5, nota-se que o aumento do pH
das solucbes de polidnions elevou a
absorbancia da solugéo; assim, entende-se que
os ions carboxilicos, presentes nos polianions,
estdo mais disponiveis nesse pH para interagir
com 0S aminos, presentes na quitosana,
formando agregados. Estes dispersam mais luz,
aumentando a turbidez da solugcdo e a
absorbéancia. depende do respectivo grau de
ionizacdo dos polimeros. Nesse sentido, como
CS, ALG e CMC em pH 5,5 tiveram maior
absorbéancia, possivelmente formaram mais
agregados, suscitando a possibilidade de essas
misturas possuirem melhor propriedades para a

formacao de filmes.

CONCLUSOES:

O comportamento de misturas de
polianions foi estudado, neste
trabalho, para avaliar as condi¢es de produgéo
de filmes finos através da técnica LbL. Foi
verificada a possibilidade de formacéo de filmes
de CS, ALG e CMC em pH 5,5. Como interagem
com CD44, pode-se investigar a producdo de

filmes com potencial para captura de células.
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