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Resumo

A hidroxiuréia, antineoplasico potente usado no tratamento de varios tipos de cancer e
na sindrome da imunodeficiéncia adquirida, € um inibidor eficiente na sintese de DNA de
celulas humanas e bacterianas, e também é considerada a principal droga ministrada em
pacientes com anemia falciforme.

A anemia falciforme € consequéncia da polimerizacdo da hemoglobina mutante - no
seu estado desoxigenado - gerando fibras nanometricas que provocam a gelificacdo da
suspensdo de hemoglobina, causando um fendmeno chamado afoicamento dos eritrocitos do
sangue. A hidroxiuréia age na anemia falciforme causando uma diminuicéo da expressdo das
moléculas de adesdo, aumento da concentracdo da producdo de oxido nitrico e de
hemoglobina fetal.

A hipotese de estudo deste trabalho baseia-se no fato da hidroxiuréia apresentar um
efeito anti-gelificante, dissolve o gel de hemoglobina falciforme, e diminui, portanto, o risco
de vaso-oclusdo. Para investigar a acdo de anti-coagulacdo da hidroxiuréia foi utilizado o
colageno bovino e hemoglobinas liofilizadas comerciais reticuladas em glutaraldeido em
suspenséo.

As técnicas utilizadas para neste trabalho foram microscopia ética e eletrbnica de
varredura, analises térmicas por DSC, reoldgicas e fotométricas. As imagens obtidas pela
microscopia apresentam diferencas estruturais entre os géis a medida que a hidroxiuréia é
adicionada, resultados estes que corroboram com os ensaios reométricos e de viscosidade. O
método de temperatura modulada do DSC chamado StepScan forneceu caracteristicas
térmicas do comportamento das amostras baseado na mudanca de capacidade térmica dos géis
sob a adicdo de hidroxiuréia.

Através dos resultados experimentais pdde-se inferir que a adicdo de hidroxiuréia
influencia no processo de gelificacdo dos géis estudados, portanto, hipoteticamente, possa ter
efeito na polimerizagdo de hemoglobina falciforme nos casos de pacientes com anemia

falciforme.

Palavras-chave: Colageno; hemoglobina; polimerizacdo; anemia falciforme; StepScan;

hidroxiuréia.
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Abstract

The hydroxyurea, antineoplastic used in the treatment of variety of cancer and in the
acquired immune deficiency syndrome. It is efficient inhibitor blocking DNA synthesis in
both human and bacterial cells. The hydroxyurea is considered the main drug for sickle cell
anemia that is a haemoglobinopathy.

The sickle cell anemia is caused for the polymerization of the mutant hemoglobin — in
its deoxygenated state — generates nanometric fibers which causes the gelification of the
hemoglobin-serum suspension, a phenomenon called sickling of the red blood cell. The
hydroxyurea acts in sickle cell anemia causing a decrease in the expression of adhesion
molecules, increasing the concentration of nitric oxide and fetal hemoglobin.

The research hypothesis of this study is based in the hypothesis that HU has an anti-
gelling effect, dissolving the sickle hemoglobin gel, and decreasing the vascular occlusion
risk. To investigate the anti-gelling action of HU we used bovine collagen type | and
lyophilized commercial hemoglobins crosslinked with glutaraldehyde as suspension.

The techniques used in this study were optical and scanning electron microscopy,
thermal analysis by DSC and rheological. The microscopy show structural differences
between gels when hydroxyurea is added, these results corroborated with rheometer and
viscosimeter assays. The method of temperature-modulated DSC called StepScan gave
characteristics of the behavior of the samples based on the change in heat capacity of the gels
on the addition of hydroxyurea.

Through the experimental results it can be inferred that the addition of hydroxyurea
influence the gelation of the gels studied therefore hypothesized process can has effect in the

polymerization of sickle hemoglobin in cases of sickle cell anemia patients.

Keywords: Collagen; hemoglobin; polymerization; sickle cell anemia; StepScan;
hydroxyurea.
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1. Introducéo

A hidroxiuréia (HU) é a principal droga ministrada no tratamento da anemia falciforme,
cuja acdo se da diretamente na divisdo celular. A anemia falciforme € uma doenca do sangue
na qual os eritrocitos se encontram em forma de “foice”™ devido uma mutagdo genética da
hemoglobina (HbS). Essa mutacéo, ocasionada pela mudanca de um Unico aminoécido,
causa a polimerizagdo intracelular da HbS quando em seu estado desoxigenado, e
consequentemente a falcizacdo dos eritrocitos. A perda da maleabilidade, caracteristica da
suspensdo de hemoglobina normal (HbA), causada pela falcizacdo, compromete o fluxo
sanguineo e fornecimento de oxigénio, acarretando em episodios de dor e danos em alguns
6rgéost®). Dados do Ministério da Salde pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN), o teste do pezinho, apontam que 3500 criangas nascem com a doenga por ano e cerca
de 200 mil apresentam o traco falciforme, ou seja, possuem apenas um gene da doenca e nao
desenvolvem seus sintomas caracteristicos!!. Estudos anteriores reportaram o efeito da HU
como o aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF), e por sua vez, a melhoria dos
sintomas®. Além dessa finalidade existe a possibilidade da HU ter efeito direto no polimero
formado pela HbS.

A hipotese de que a HU dispersaria 0 gel que caracteriza a anemia falciforme defendida
nesse trabalho foi avaliada em géis de colageno e hemoglobinas bovinas e suinas comerciais
liofilizadas.

O colageno é uma proteina fibrosa presente na pele, o0ssos, cartilagens e tecidos
conjuntivos. E considerado como biomaterial de ampla utilidade no ramo industrial e na
medicina por apresentar inimeras vantagens, dentre elas, disponibilidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e maleabilidade. O colageno tipo I, utilizado nesse trabalho, forma géis de
mesma natureza que os géis de HbS desoxigenada.

As hemoglobinas bovina e suina liofilizadas utilizadas ndo formam géis por interacGes
intermoleculares como os géis de colageno. Para gelificarem foi necessario o uso de um
agente reticulador e para tal finalidade foi utilizado o glutaraldeido.

Técnicas de microscopia 6tica e eletronica foram utilizadas para observar o suposto efeito
da HU na microestrutura dos géis; ensaios reométricos para investigar 0 comportamento
mecanico com o tempo, anélise térmica por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para

avaliar as propriedades térmicas e espectroscopia para determinar a composicoes.



O estudo de diferentes técnicas de andlise para variados tipos de géis pode gerar
metodologias para futuros testes em géis de HbS e consequentemente o desenvolvimento de

novas drogas para o tratamento da doenca.
2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar os processos de polimerizacdo de geéis fisicos de colageno e geéis quimicos de
hemoglobina bovina e suina com adicdo de hidroxiuréia para determinar o possivel efeito
anti-gelificante da droga.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as propriedades mecanicas dos géis;
e Investigar a influéncia do tempo no comportamento dos geis;

e Caracterizar aspectos microestruturais dos géis.



3. Reviséo Bibliografica
3.1 O sangue

O sangue é um tecido conjuntivo viscoso que circula pelo sistema vascular em animais
com sistemas circulatorios fechados. E composto basicamente por gases, minerais,
hidrocarbonatos, lipideos, proteinas, vitaminas, hormonios e por alguns tipos de células,
essencialmente, os eritrocitos (99%), gldbulos brancos e as plaquetas (1%), todos suspensos
em uma fase liquida denominada plasma (~57% do volume). O sangue pode ser separado em
trés fracBes: as células, o plasma e o soro (plasma sem fibrinogénio, liberado apds a contracéo
do coagulo no processo de coagulacio do sangue)®. A porcentagem de eritrécitos ¢ medida
pelo hematocrito que determina em grande parte a viscosidade do sangue. O pH sanguineo
equivale aproximadamente 7,4.

E considerado um fluido nfo newtoniano por exibir um comportamento pseudoplastico. A
viscosidade sanguinea decresce em alta tensdo de cisalhamento devido a deformacéo dos
eritrocitos, enquanto aumenta em baixa tensdo de cisalhamento quando os eritrocitos se
agregam uns aos outros formando uma estrutura de moedas empilhadas, chamada rouleax,
que formam estruturas tridimensionais aprisionando solvente e causando o aumento da
viscosidadel”. Para o sangue em condicdes normais & 37°C, a viscosidade em alta taxa de
cisalhamento (100-200) é 4 ~ 5¢P®!. A Figura 3-1 mostra o desenho do eritrécito no sangue
e a hemoglobina.

Figura 3-1 — Desenho do vaso sanguineo com os ertitrocitos e a hemoglobina. Adaptado de
PIMENTA®,



Os eritrocitos normais apresentam forma de um disco bicéncavo anucleado como
mostrado na Figura 3-2, com didmetro médio de 8um, espessura de 1um de centro e 2um no
entorno (ponto de maior espessura) e ha cerca de 5 milhdes de unidades por mm?®. Contém
uma elevada concentracdo de hemoglobina, proteina responsavel pela pigmentacéo do sangue

e pelo transporte de gases respiratorios.

Figura 3-2 — Imagens do eritrocito normal feitas por microscopia de forca atdbmica (AFM)
exibindo em (a) sua topografia e (b) o detalhe da textura da superficie da membrana.
MOSCHANDREOU',

A hemoglobina humana de adultos normais é formada por um tetrdmero de
polipeptidios de globina e grupos heme como mostrado na Figura 3.2. Os grupos heme sao
sitios ativados para ligagdes com oxigénio e a globina é responsavel pelo peso molecular. A
globina consiste em dois pares de cadeias polipeptidicas, um par de alfa e outro que sera
chamado de beta. Na cadeia alfa ha 141 aminoacidos e a cadeia beta possui 146 aminoacidos
na estrutura primaria da hemoglobina normal. A maioria das cadeias tem forma helicoidal e as
restantes menos organizadas conectam-se as hélices!®. A Figura 3.3 apresenta a estrutura

molecular da hemoglobina.
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Figura 3-3 - Estrutura molecular da hemoglobina — (a) Proteina sem seu grupo prostético,
apoproteina. (b) Representacdo de uma globina com seu grupo proteico, heme. Adaptado de
GUYTON e HALLM,

No interior do eritrocito, a formacdo tetramérica da molécula de hemoglobina é
responsavel pelo transporte de oxigénio em sua forma conhecida como oxihemoglobina. Para
liberar esse oxigénio, a molécula sofre uma modificacdo geométrica com rotacdo de 15 graus,
passando para o estado de desoxihemoglobina (desoxiHbA)™2.

Algumas fisiopatologias ligadas ao sangue causam a deformabilidade dos eritrécitos e
comprometem a circulagdo, dentre elas, a anemia falciforme (AF) que é uma das doencas

genéticas mais investigadas no Brasil e no mundo!™ e sera alvo do presente estudo.
3.1.1 Anemia falciforme

A anemia falciforme é uma doenca do sangue de heranca autossémica recessiva de
origem nos paises africanos tendo, portanto, maior incidéncia em negros. Foi descrita como
uma doenca molecular pela primeira vez por Pauling™*®. Essa hemoglobinopatia acarreta a ma
formagao do eritrocito que assume a forma de “foice”™, por isso o nome falciforme. A Figura
3.4 mostra uma imagem feita por microscopio eletrénico de varredura (MEV) do sangue de

um paciente com anemia falciforme.
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Figura 3-4 - Imagem de MEV de eritrocitos do sangue de paciente com anemia falciforme.

Presenca de eritrocitos normais (a), falciformes (b) e em estagio de hemdlise — em destruicao
por rompimento da membrana plasmatica (c). Imagem obtida pelo laboratério do bioreologia
do CETEC.

A Tabela 3-1 apresenta a ordem cronoldgica das descobertas associadas a anemia

falciforme.



Tabela 3-1 — Ordem cronoldgica das descobertas patologicas e clinicas ligadas a anemia
falciforme. Adaptado de RESS et al.*!.

Descoberta

Importancia

1910 - Eritrécitos falciformes encontrados
em um estudante de odontologia natural

do Caribe, em Granada,

Primeira descri¢do da doenca
ligada a eritrdcitos anormais.

1924 - hemélise em anemia falciforme!™!.

Explicagdo para anemia,
ictericia e colelitiase.

1924 - vaso-oclusdo como causa de
algumas caracteristicas patolégicas™®.

Explicacdo para dano tecidual
isquémico.

1948 - mobilidade eletroforética anormal
da hemoglobina falciforme®.

Identificacdo fisiopatologia
para se ter uma base molecular.

1948 — Os bebés que adquiriram a doenca
n&do apresentaram os sintomas
caracteristicost*),

Grandes efeitos benéficos em
funcéo de altas concentracGes de
hemoglobina fetal foram

identificados.

1951 - Caracteristicas de polimerizagdo de
HbS desoxigenadal®.

Primeiro mecanismo molecular

identificado.

1980 - Uso da penicilina em criangas com
anemia falciformet*® 2%,

Reducdo da mortalidade, o papel
de triagem neonatal.

1984 - Transplante de medula éssea em
criangas com anemia falciforme e
leucemial?,

Identificacdo de cura potencial.

1995 - Eficacia de hidroxicarbamida.

Efeito da HU somente sobre a

(HU)BL, doenca.
1998 - incidéncia de acidente vascular Prevencdo primaria e ocorréncia
cerebral (AVC) reduzido em criangas com de queda de AVC.

Doppler transcraniano anormais que
estavam fazendo transfusdo de sanguel®?.

A mutacdo na hemoglobina ocorre por uma substituicdo do aminoécido valina por
acido glutdmico na sexta posi¢do da cadeia beta polipeptidica na molécula de hemoglobina. A

hemoglobina falciforme (HbS) quando em sua forma desoxigenada (desoxiHbS) perde sua
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estrutura quaternaria e adquire uma estrutura primaria, torna-se pouco soltvel e se agrega em
longos polimeros (polimerizagdo), formando fibras e resultando na alteracdo da forma do

eritrocito (Figura 3.5).

©

Rupiuorados
eritracitos

Figura 3-5 - Polimerizacdo das moléculas de desoxiHbS. (a) A disposicdo das moléculas de
desoxiHbS na fibra. Os pontos amarelos representam ligacGes entre os aminoacidos da
posicdo 6 das cadeias beta. Em (b) micrografia da fibra com desenho interpretativo. Cada
esfera representa uma molécula de desoxiHbS. Em (c) a micrografia de fibras de desoxiHbS
saindo de um eritrécito rompido. Adaptado de VOET & VOET!,

Os eritrécitos se tornam rigidos em forma de foice, 0 que ocasiona a oclusdo vascular
e lesdo nos tecidos, explicacdo dos episddios de dor sentidos pelos pacientes anémicos®®. A
Figura 3-6 apresenta os danos causados pela HbS. Ao causar danos na membrana do
eritrocito, ocorre a hemdlise e esgotamento de Oxido nitrico que reage com a hemoglobina
livre na circulagédo resultando na vasodilatacdo. Ha reducdo do fluxo sanguineo causando o
choque entre os eritrocitos enrijecidos com o endotélio, ocasionando dano e reducdo do

didmetro interno dos vasos. A polimerizacdo da HbS é detalhada em seguida.
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Figura 3-6 - Eritrdcitos falciformes nos vasos sanguineos e suas consequéncias. Eritrocitos em
circulacio tém um alto teor de hemoglobina falciforme e polimerizam-se quando

desoxigenados, o que pode causar entupimento e vaso- oclusdo. Adaptado de PLATT.

3.1.2 Polimerizacao da hemoglobina falciforme

Quando a solubilidade do eritrocito é reduzida em condicfes de baixa oxigenacao, as
moléculas HbS se agregam em fibras formando géis. A solubilidade das hemoglobinas
normais oxigenadas (oxiHbA) e das hemoglobinas normais desoxigenadas (desoxiHbA) ou
das hemoglobinas falciformes oxigenadas (oxiHbS) é na faixa de 70g/dL, enquanto que a de
desoxiHbS é de somente 17g/dL?!. A polimerizagdo intracelular de HbS resulta em grande
perda da flexibilidade da membrana. Dentre os fatores que influenciam na polimerizagéo
podemos citar a pressdo parcial de oxigénio, pH, concentracdo de HbS, presenca de outras

hemoglobinas, temperatura e pressdo osmética celular®!. Frenette & Atweh® reportaram em



seus estudos a hip6tese de que as fibras se alongam pelo eritrécito causando a deformacéo e

rompimento da membrana conforme apresenta a Figura 3.7.

Eritrécito falciforme Segmento transmem>

Segmento transmem-
Seg branar exposto

branar oculto

~~~~~~~~

Proteina trans-
membrana

Membrana de
célula anormal

Membrana de
célula normal

Espectrina

Membrana

Citoesqueleto

Figura 3-7 - Alteracdo da membrana do eritrocito por polimeros de HbS. Adaptado de
FRENETTE & ATWEH®,

Estudos anteriores discutem a doenca falciforme como resultado da polimerizacéo da
HbS em longas fibras que formam um gel, fazendo com que os eritrocitos percam a
deformabilidade, dificultando sua passagem pela microvasculatural?’?!, o que desautoriza a
hipbtese anterior.
Em 1990, EATON e HOFRICHTERE® mostraram a presenca do fendmeno de nucleagéo
e crescimento das fibras e FERRONE et al.® explicaram o modelo da dupla nucleagéo:
inicialmente ocorre homogeneamente em solucdo, depois a nucleacdo ocorre
heterogeneamente na superficie das fibras pré-existentes.
Em termos termodindmicos, a polimerizacdo é considerada uma transicdo de primeira
ordem, apresentando variacdo de entalpia. A Figura 3.8 mostra 0 mecanismo da dupla

nucleacdo que consiste na formacdo de um aglomerado liquido denso metaestavel (nucleacéo
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homogénea) e a nucleacdo do nacleo polimérico com seu aglomerado (nucleacdo
heterogénea)2.

A. Nucleacdio homogénea

B. Nucleaciio heterogénea

(" ¥
&L

Crescimento de
agregados
termodinamicamente
instiaveis

Aumento da estabili-
> Nicleo eritico —— dade e crescimento
acelerado

Figura 3-8 - Mecanismo de nucleacdo dupla da polimerizacéo da desoxiHbS. (A) Inicialmente
a agregacao € lenta, pois o processo é termodinamicamente instavel e alguns intermediarios se
decompdem durante o crescimento. Os agregados chegam a certo tamanho, o nucleo critico,
onde o crescimento é termodinamicamente favoravel, levando a formacao da fibra. (B) Cada
fibra pode nuclear o crescimento de outras fibras levando a formacéo do polimero. Adaptado
de FERRONE et al.l®Y,

A nucleacdo de HbS, tanto dentro dos eritrdcitos, quanto in vitro, segue um
determinado curso de tempo (tempo de atraso - t,). Dependendo das condicdes, a gelificacdo
pode durar de milissegundos a dias. Durantes esse tempo, as fibras de HbS podem ser
detectadas. As estratégias para o tratamento da anemia falciforme mais sugeridas visam
aumentar o t,. Pode-se citar dentre elas: o rompimento das interages intermoleculares entre
as moléculas de HbS, o uso de agentes que aumentam a afinidade da HbS com o0 O; e a
diminuicdo da concentracdo de HbS®,
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3.2 Hidroxiuréia

Adultos com anemia falciforme tém dois tipos de eritrocitos: células S que contém
HbS e celulas F que contém aproximadamente 20% de (HbF) e o restante de HbS. Em alguns
adultos, a fracdo de HbS nas células S é de aproximadamente 30%. A hidroxiuréia (HU) é a
principal droga ministrada no tratamento da anemia falciforme e seu uso tem sido atribuido ao
aumento do nivel de HbF nas células F para aproximadamente 50%, conduzindo a uma
reduco na incidéncia de crises vaso-oclusivas®!. Possui propriedades antineoplésicas por ser
um potente inibidor da sintese de DNA de muitos organismos.

A HU pertence a uma classe de compostos chamados &cidos hidroxamicos, que podem
se ligar a metais. E um composto simples com formula H,NCONHON, peso molecular 76Da
e é soltvel em agua. Foi sintetizada pela primeira vez por DRESLER e STEIN em 1869 mas
apenas em 1928 foi mostrada sua atividade bioldgica por ROSENTHAL et al.[24 3+ %],

A sintese da hidroxiuréia forma um pé branco inodoro e higroscopico. Seu ponto de
fusdo é em torno de 133 a 136°C. A reacéo de sintese é representada abaixo mostra a reagéo

da hidroxilamina com um cianeto produzindo hidroxiuréia e um derivado de cloro:

o]

_OH
NH,—OH*HCl + R—0—C=N — » NHz)LNH + R—CI

Eq. (3-1)

No primeiro método desenvolvido de sintese da hidroxiuréia eram utilizados:
hidroxilamina, &cido cloridrico e cianeto de potassio. Atualmente, uma resina de troca i6nica
e um reagente de facil manuseio e menos tdxico sdo usados em vez de cianeto de potassio
para evitar a formacdo de cloreto de potéassio. Seus produtos de decomposicdo séo
principalmente aménia, diéxido de carbono e 4cido isocianico®®. A equacdo abaixo mostra a

decomposicgéo da hidroxiuréia:

O

J_. oH NH, + CO, +NH,
HoN ld Urease

Eqg. (3-2)
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A HU é uma droga de facil administracéo e seu uso para anemia falciforme teve inicio
na decada de 90 do século passado em adultos e posteriormente em criangas com poucos
efeitos colaterais. A HU € rapidamente excretada pela urina como ureia e através dos pulmdes
como didxido de carbono. E toxica para as células quando ministrada em altas concentragdes
ou prolongada exposicdo as concentracdes menores. A atividade biologica da HU é uma
funcéo da sua concentragio, duracéo da exposicdo e sensibilidade do organismot!.

Além da aplicacdo como medicamento para a anemia falciforme e varios tipos de
cancer, autores tem reportado o uso de seus derivados, exceto seus sais, como importantes
redutores na fissdo de uranio e pluténio nas operacdes de reprocessamento de combustivel
nuclear®™,

Para observar se a HU possui algum efeito sobre a polimerizagdo de HbS, essa droga

foi utilizada diretamente em outros tipos de géis que serdo citados a seguir.
3.3 Agentes gelificantes

Um gel pode ser considerado um sélido viscoelastico no qual os solventes estdo presos
em uma rede tridimensional. Os géis podem ser classificados como naturais e artificiais ou
sintéticos. Géis sintéticos podem ser divididos em macromoleculares (polimeros) e
supramoleculares. Os géis macromoleculares podem se formados por ligacdes quimicas
cruzadas (termicamente irreversivel) ou interacbes fisicas (reversivel). Podem ser
classificados também quanto ao solvente em organogel — solventes organicos - e hidrogel —
agua como solvente®®,

Os géis sdo também classificados pelo tempo de permanéncia de suas ligacGes
cruzadas. Géis quimicos, como as resinas, apresentam ligacdes covalentes na sua reticulacao
(ligacBes permanentes), fazendo com que a temperatura ndo quebre as moléculas do gel. Ja os
géis fisicos, como a gelatina, sdo redes conectadas por interacGes fisicas, que sdo reversiveis e
podem ser quebradas pelo aumento da temperatura, sendo também chamados de géis
termorreversiveis®®. A Figura 3.9 representa a classificacdo dos géis quanto & origem e o

meio.
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Classificagao dos géis

Origem Meio
-
Natural Artificial Orgﬁnico Aquoso
Composicio i
Supramolecular Macromolecular
Ligacdo cruzada
WV ‘vy, N
Fisico Quimico

Figura 3-9 - Classificacdo do géis de acordo com origem, meio, composicao e tipo de ligacdes
cruzadas.Adaptado de MAITY! !,

3.3.1 Colageno

O colageno é uma proteina proveniente de uma familia de 27 proteinas que sdo
codificadas por cerca de 40 genes diferentes, sendo o colageno do tipo | 0 mais comum. E a
proteina estrutural mais abundante dos vertebrados, presente em 0ssos, cartilagens, tenddes,
ligamentos, pele, e nas fibras estruturais de varios 6rgdos. Por ser um material bioldgico, é
mais complexo do que um material sintético, pois forma matrizes complexas, estruturas
hierarquicas e muitas vezes sdo multifuncionais®®®.

A Figura 3.10 mostra como o colageno se organiza hierarquicamente e evidencia a

escala e os meios de analise para observar a estrutura em questéo:
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Figura 3-10 - Hierarquia do modelo de tenddo com diversos niveis de organizacdo e 0S
respectivos meios de andlise possiveis em determinada escala: DSC (calorimetria diferencial
exploratoria), MET (microscopio eletronico de transmissdo), MEV (microscépio eletrénico de
varredura) e MO (microscépio 6tico). — Adaptado de BAER et al.[*?.

Ao considerar uma proteina como polimero de maior complexidade, os “mondmeros”
ddo lugar aos aminoacidos, que sdo compostos que contém uma amina (-NH2) e um grupo
carboxila (-COOH). Os aminoéacidos formam cadeias lineares semelhantes as cadeias de um
polimero, que sdo chamados de polipeptideos adquirindo configuracdes especiais devido a
formacdo de ligacGes (hidrogénio, van der Waals e covalentes) entre os aminoacidos nas
cadeias*!. As duas configurages mais comuns sdo a hélice alfa e a folha beta, como
apresentadas na Figura 3.11. Na hélice alfa o grupo N-H de cada ligacéo peptidica se liga ao
grupo C=0 de uma ligacdo peptidica vizinha localizada a quatro ligagdes peptidicas de
distdncia, na mesma cadeia ligadas a um hidrogénio. Na folha beta, cadeias peptidicas
adjacentes estdo em dire¢Oes opostas (antiparalelo). As cadeias polipeptidicas individuais
(corddes) de uma folha B sdo mantidas juntas por ligagdes de hidrogénio entre as ligacdes
peptidicas nas diferentes vertentes, e as cadeias laterais de aminoacidos de cada cadeia séo

projetadas alternadamente acima e abaixo do plano da folhal*?.
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Cadeia lateral
do aminodcido

Cadeia alfa

W oxigénio

Ligaciio
£~ de hidrogénio

Carbono ; . '-@J

Carbono

nitrogénio
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de Cadeia lateral
hidrogénio do aminodcido

Hidrogénio

(D) (E) (F)

Figura 3-11 — Desenho da hélice alfa — o - (A, B, e C) e a folha beta — B - (D, E, e F). Em (A)
e (D) estdo representados todos os atomos da estrutura do polipeptidio, onde as cadeias
laterais de aminoacidos sao indicadas por R. Em (B) e (E) estdo representados 0s &tomos em
estrutura Gnica, enquanto que (C) e (F) exibem os simbolos de estenografia que sdo usados

para representar a hélice o e a fita B de proteinas. Adaptado de ALBERTS et al.l",

O coléageno do tipo | apresenta a seguinte sequéncia geral de aminoacidos: —X-Gly-
Pro-Hypro-Gly-X (onde X pode ser qualquer outro aminoacido) organizada em uma a-hélice
tripla. Apresenta maior proporcdo de prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hypro), como
apresentado na Tabela 3-2. Trés cadeias peptidicas orientadas para esquerda formam uma
super hélice orientada para a direita com periodicidade de 2,86nm. Essa super hélice tripla é a
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base do tropocolageno, precursor do colageno!. As trés cadeias sdo fortemente unidas por
ligacdes de hidrogénio dos residuos de glicina entre os grupos hidroxila (OH) da
hidroxiprolina. Ainda ha reticulagdes de lisina entre as hélices.

Tabela 3-2 - Quantidade de amino4cidos presentes no colageno (Adaptado de Park &Lakes*®)

Aminoéacido e componente Conteudo (mol/100mol de aminoacidos)
Glicina 31,4-33,8
Prolina
11,7-13,8
Hidroxiprolina
9,4-10,2
Aminodcidos polares acidos (Acido aspartico,
. : 11,5-12,5
Glutamina e Asparagina)
Aminoécidos polares basicos (lisina,
Arginina, histina). 8,5-8,9
Outros amino&cidos Residuos

Os primeiros fatores que estabilizam as moléculas de colageno sdo as interagdes entre
as a-hélices. Esses fatores sdo as ligacBes de hidrogénio entre os grupos C=0 e NH, as
ligacGes idnicas entre os grupos de aminoacidos polares e as reticulagdes inter cadeia entre as
hélices.

As fibrilas de coldgeno medem de 20 a 40nm de didmetro e formam feixes de fibras
com 0,2 a 1,2 um de comprimento. A Figura 3-12 mostra o arranjo molecular do colageno.
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Figura 3-12 - Representacdo esquematica do arranjo molecular do tropocolageno em
estruturas fibrilares e fiboras -CHAUDRY, ROCHA et al 14!,

A regido onde os aminoacidos sdo altamente apolares é hidrofébica o que faz com que
a adicdo de moléculas de agua na intra ou interestruturada cadeia altere a estabilidade do
colageno. Se a quantidade de agua é menor, a estabilidade estrutural diminui. Se for
desidratado completamente (liofilizado), entdo a solubilidade em &gua também decresce
(chamado vitro aging de colageno).

O coléageno é sintetizado no reticulo endoplasméatico (ER) como pro-colageno que
envolve um amplo nimero de modificagfes co-translacionais e pds-translacionais. Esse tipo
de colageno se organiza dentro de agregados bem empacotados, altamente orientados,
apresentando um padrdo de bandas caracteristicas com uma periodicidade cerca de 70nm.

O processo de aquecimento e solubilizacdo do colageno de tenddo bovino resulta na
decomposicdo das fibrilas e fibras de colageno em pequenos agregados de monémeros de
colageno dispersos na solucdo acida. As fibrilas mostram um padrdo caracteristico em
conjunto formando géis!**!.

Ao se testar os geéis para compara-los com a polimerizacdo das HbS, supde-se que
poderiam ser testados tambem geis de hemoglobina. A hemoglobina liofilizada comercial foi
usada e ndo gelifica mesmo com o ataque do acido acético, como nos géis de colageno. Para
desenvolver o gel de hemoglobina comercial foi empregado o uso de um agente reticulador, o

glutaraldeido, que sera descrito em seguida.
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3.4 Agente reticulador
3.4.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido (GTA) é um dialdeido, de formula CsHgO,, muito utilizado como agente
reticulador em diversos biomateriais, como exemplo, € utilizado na polimerizacdo da
hemoglobina para a producdo da primeira geracdo dos HBOCs (hemoglobin-based oxygen

carriers) usados como sangue artificial. Sua formula estrutural € mostrada na Figura 3-13.

O O

Figura 3-13 - Cadeia molecular de glutaraldeido

O GTA apresenta funcdo de aldeido ativo em ambas as extremidades da molécula e tem
alta afinidade com as lisinas da superficie da hemoglobina para a producdo de sangue
artificial. A reacdo entre 0 GTA e as lisinas forma polimeros tetrameros de hemoglobina de
varios pesos moleculares e estruturas, ao mesmo tempo, forma reticulagdes intramoleculares

dentro dos tetrameros, como demonstrado na Figura 3.141°!,
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Figura 3-14 -Reticula¢des intermoleculares do glutaraldeido nos tetrameros da hemoglobina e

consequente polimerizacdo. Adaptado de STOWELL et al."*!.

Essa reacdo resulta em uma disposicdo heterogénea de tetrdmeros de hemoglobina

estabilizados e polimerizados com uma variedade de cadeias protéicas modificadas™*®!.
3.5 Técnicas de caracterizacao
3.5.1 Espectroscopia ultravioleta-visivel

Quando se fala de absorcédo de luz visivel é comum se familiarizarem pelo fato dessa
absorcdo fazer com que os objetos sejam coloridos. Todas estas cores sdo causadas pela
absorcdo de luz na regido visivel do espectro eletromagnético, cujo comprimento de onda
varia aproximadamente de 400 a 800 nm, sob excitagdo de um elétron do estado fundamental
em uma Orbita mais elevada. A Figura 3-15 apresenta a relagdo entre as cores e a respectiva

absorbéancia.[47]
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Figura 3-15 — Absorcdo da luz pelas cores. Adaptado de FAUST.

A luz visivel, que é parte do espectro eletromagnético total, encontra-se no intervalo

de comprimento de onda de 400 a 700 nm. Quando a luz é absorvida por um material, seus

elétrons de valéncia saltam do seu estado fundamental para estados mais elevados de energia.

A energia da luz visivel depende de sua frequéncia, que é aproximadamente equivalente a 170

kJ mol™ (mol de fotons) para a luz vermelha e 300 kJ mol-1 para a luz azul. A Tabela ...

apresenta a maioria das transicdes de elétrons no espectro eletromagnético no intervalo do

comprimento de onda entre 190 e 900 nm.

Tabela 3-3. Frequéncia, comprimento de onda e enegia de radiacdo de parte do espectro

eletromagnético usado para o espectrofotdmetro ultravioleta/visivel.

Frequéncia (v)

Comprimento de onda (A )

Energia (kJ.mol™)

(Hz) (m) (nm)

3,33 x 10™ 9,0x 107 900 137,5 (infravermeho)
4,29 x 10* 7,0x 107 700 171,2 (luz vermelha)
7,50 x 10™ 4,0x 10”7 400 299,3 (luz azul)

1,58 x 10%° 1,9x 107 190 630,5 (ultravioleta)
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3.5.1.1 O espectrofotométro

Para leitura no espectofotométro a amostra se apresenta em solugdo onde o solvente,
preferivelmente, ndo deve absorver na faixa ultravioleta/visivel. No entanto, raramente néo
absorve. Em espectrdmetros convencionais a radiacdo eletromagnética passa através da
amostra que € colocada em uma pequena célula de secdo quadrada (cubeta). A radiacdo em
todo o conjunto do ultravioleta/visivel é digitalizado por um periodo de cerca de 30 s, e uma
radiacdo de mesma frequéncia e intensidade é transmitida simultaneamente através de uma
cubeta de referéncia contendo apenas o solvente. Em seguida, a radiacdo transmitida é
detectada pelo espectrofotdmetro e registrada como absorbéancia comparando a diferenca entre
a intensidade da radiacdo que passa através da cubeta da amostra e de referéncia. A Figura 3-

16 ilustra os principais componentes de um espectrofotdmetro.

Difiraction
grating Marrow skt Rotating mirror in
"f Sample ced Mirmar phase with first
L I 4 rotating mirror
I ' ;
- I'fl Y 1 " - r'
'-' /z .-""'.
-'h.|h1 / o S i} " _I ._-_’,- L w
5] ! -
S0UNCE /s Mimror Fieference cel Dedector Chart
Rotating segmentad mirror recorder
to allow rediation Al mirrors are surface
through to the sample and reflecting io avoid
reflect it through the transmission/absompdion
reference cell allemately through glass

Figura 3-16 - Principais componentes do espectrofotdmetro. Adaptado de FAUST! ),

A leitura através do espectofotométro segue a Lei de Beer, onde a absorcdo é
proporcional ao nimero de moléculas absorventes, ou seja, com a concentragdo de moléculas
que absorvem e a Lei de Lambert onde a fracdo da radiacdo absorvida é independente da

intensidade da radiacdo. Combinando estas duas leis, podemos derivar a Lei de Beer-Lambert:
lo = 10910 €i1c

onde: lo = A intensidade da radiacdo incidente;

| = intensidade da transmissao;
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€ = uma constante para cada material absorvente, conhecido como coeficiente molar
de absorcéo;
1= 0 comprimento do percurso da solucdo absorvente;

¢ = a concentracdo das espécies de absorcao;

O valor de logso(lo/l), é conhecida como a absorbéncia da solucéo, e pode ser lida

diretamente a partir do espectro, geralmente como "unidades de absorcao"*.

3.5.2 Microscopia Gtica

Um microscopio ético utiliza luz visivel para produzir uma imagem ampliada de um
objeto (ou modelo) que é projetada na retina do olho ou em um dispositivo de imagem. Duas
lentes, a lente objetiva e a ocular, trabalham juntas para produzir o aumento final da imagem.

Dois componentes do microscépio sdo de fundamental importancia na formacao da
imagem: a lente objetiva, que recolhe a luz difratada pela amostra e forma uma imagem real
ampliada no plano da imagem intermédia quase real das oculares, e a lente condensadora, a
qual foca a luz do iluminador para uma pequena area da amostra. A Figura 3-17 apresenta

partes de um microscopio o6tico.
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lentes objetivas

e |
— * ‘ |

Botao de njuste da luz
Botho de foco du smostra

Figura 3-17 - Partes de um microscépio 6tico. Adaptado de MURPHY™ !,

A lente ocular é constituida por duas lentes que ampliam a imagem formada pelas
objetivas e ajusta possiveis deficiéncias oticas. O estdgio ou mesa serve como apoio para o

material a ser observado, possui uma passagem de vidro por onde os raios de luz atravessam e
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também € dotada de parafusos dentados permitindo o deslocamento do material pela mesma.
O condensador e diafragma séo responsaveis pela uniformidade da iluminacéo e redugédo ou
ampliacdo da regido a ser iluminada. No botdo de foco da amostra € passivel de rotacdo e
permite a movimentacgéo vertical e horizontal da mesa.

A Figura 3-18 mostra como uma imagem torna-se ampliada e € percebida pelo olho.

4(‘-‘-13 Imugem veal final
Olho ]  E34] na reting
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Imugem

— . s
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Figura 3-18 — Esquema da obtencéo e percepcdo da imagem pelo microscépio otico.
Adaptado de MURPH Y8,

A figura também mostra a localizacdo de importantes planos focais em relacdo a lente
objetiva, a ocular e ao olho. A amostra na mesa do microscopio é examinada pela lente
objetiva, que produz uma imagem real ampliada do objeto no plano da ocular. Ao olhar no
microscopio, a ocular agindo em conjunto com a cornea do olho projeta uma segunda imagem
verdadeira na retina, onde é percebida e interpretada pelo cérebro como uma imagem virtual

ampliada de cerca de 25 cm a frente do olho.
3.5.3 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) permite a observacéo e caraterizagdo da
superficie de materiais organicos e inorganicos em escala nanométrica (nm) e micromeétrica
(um). No MEV, a amostra é irradiada com um feixe fino de elétrons para produzir a imagem.

N&o é totalmente claro quem propds primeiro o principio do MEV. A primeira descri¢do

24



publicada apareceu em 1935, em um artigo pelo fisico alemao Max Knoll*®!, embora outra de
um fisico alemdo, Manfred von Ardenne, realizou alguns experimentos com o que poderia ser
chamado de um microscopio eletronico de varredura (MEV) em 1937. Até 1942, trés
americanos, Zworykin, Hillier e Snijder, descreveram pela primeira vez um verdadeiro MEV
com um poder de resolucdo de 50nmP%. Os MEVs modernos podem ter o poder de resolucdo
melhor que 1 nm quando junto & outras microscopias".

A Figura 3-19 mostra um esquema ilustrando os componentes do MEV:
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Figura 3-19 - Diagrama da coluna de MEV mostrando seus componentes em detalhe.

N

Adaptado de BozzolaPY.
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O MEV pode ser subdividido em sistemas de componentes que possuem Varias
fungdes. O canhdo de elétrons é responsavel na emissdo de feixes de elétrons por um
filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo), mediante a aplicacdo de uma diferenca de
potencial que pode variar de 0,5 a 30 KV. Essa varia¢do de voltagem permite a variacdo da
aceleracdo dos elétrons, e também provoca o aquecimento do filamento. A parte positiva em
relacdo ao filamento do microscopio (eletrodo positivo) atrai fortemente os elétrons gerados,
resultando em uma aceleracdo em direcéo ao eletrodo positivo. Dentre os sistemas do MEV, o
sistema de lentes é responsavel pela producao de um pequeno ponto, em foco, de elétrons que
s30 entdo varridos sobre a superficie da amostra por meio de um sistema de deflexdo®™". A

Figura 3-20 apresenta como se da a interacéo do feixe de elétrons com a amostra.

Microscopio eletronico de varredura

Feixe de elétrons

Figura 3-20- O MEV e a interacdo dos elétrons com a amostra. Adaptado de KAECHP?,

A correcdo do percurso dos feixes é realizada pelas lentes condensadoras que alinham
os feixes em direcdo a abertura da objetiva. A objetiva ajusta o foco dos feixes de elétrons

antes dos elétrons atingirem a amostra analisada. O estagio serve para posicionar a amostra
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em relacdo ao feixe elétrons. Um detector de elétron secundario € usado para coletar os
elétrons e gerar um sinal posteriormente processado pelo computador. O sistema de véacuo é
necessario para remover moléculas que podem impedir a passagem de elétrons de maior
energia ao longo da coluna, bem como permitir elétrons secundarios de baixa energia irem
para o detector.

Os sistemas de lentes eletromagnéticas, bobina defletora, e o astigmador séo
responsaveis pelo controle e refinamento do feixe de elétrons depois de deixarem o canh&o de
elétrons e antes de atingirem a amostra. Dependendo da velocidade dos elétrons e a densidade
da amostra, o feixe pode entrar em uma profundidade variavel®Y.,

O feixe de elétrons que atinge um ponto da superficie da amostra interage com um
volume total da amostra. A Figura 3-21 mostra como a interagdo do feixe com a amostra

como um desenho de uma péra.
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Figura 3-21 - Interacdo de elétrons com a amostra e a profundidade atingida por cada tipo de
feixe. Adaptado de HAFNER[53].

Os elétrons secundarios sdo lancados em todo o volume, mas podem somente atingir
uma pequena profundidade na amostra devido a sua baixa energia (cerca 50eV). Elétrons
retroespalhados atingem uma profundidade maior, pois sua energia é a mesma de elétrons
primarios. Os raios-X interagem com o volume total da amostra.

O tamanho do volume de interacdo é dependente da tensdo de aceleracdo dos elétrons
primarios e o ndmero atdbmico dos &atomos proximos a superficie. Atomos pesados
desaceleraram o feixe mais do que atomos de elementos leves e, portanto, reduzem o volume

de interacao.
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3.5.4 Calorimetria exploratoria diferencial — Método StepScan

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica de analise térmica que
indica como propriedades do material, geralmente a capacidade térmica, sofrem alteracfes
com a temperatura. E usada em muitos tipos de industrias farmacéuticas e alimenticias, de
polimeros a nanomateriais. O aparelho de DSC fornece informacdes de comportamentos
amorfos e cristalinos, polimorfos e transicdes eutéticas, cura e grau de cura, € muitas outras
propriedades usadas para design, manufatura e controle de qualidade®”.

Neste trabalho foi utilizado o aparelho com compensagédo de poténcia apresentado na
Figura 3-22, que envia um sinal elétrico para o amplificador que aquece as células em uma

taxa de aquecimento constante linear. Matematicamente € expresso por:

_I+T,

Lo
2

Eqg. (3-2)

Onde T, € a temperatura avaliada, Ts a temperatura da amostra e T, a temperatura de

referéncia.

Sensores de platina

AP

AN

A

Forno daamostra  \ / Forno da referencia

Figura 3-22 - Desenho esquematico do DSC por compensacdo de poténcia exibindo os fornos
e 0s sensores. Adaptado de MENCZEL AND PRIME™®!,

O conceito de funcionamento deste instrumento baseia-se em manter iguais as
temperaturas de referéncia (R) e da amostra (S). Isto € conseguido através da colocagdo dos
sensores de temperatura (termopares de rodio-platina) de um circuito em série.

O controle do sistema é dado por dois circuitos, onde o primeiro controla a
temperatura média, de forma que a amostra e a referéncia possam ser aquecidas ou resfriadas

a uma certa velocidade, e o segundo faz com que a poténcia tenda a restaurar o equilibrio de
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temperatura entre a amostra em relacdo a referéncia, caso haja diferenca. Sendo assim €
medida a diferenca de calor transmitida entre a referéncia e a amostra. Quando uma amostra
de massa conhecida é aquecida ou resfriada, as mudancas na sua capacidade térmica (Cp) séo
determinadas como mudancas no fluxo de calor™. A Figura 3.23 mostra os picos

caracteristicos obtidos pelo DSC.

A

Tm

Fluxo de calor endo up (nW)

Temperatura (°C)

Figura 3-23 - Curva tipica de DSC exibindo picos e degraus caracteristicos de transi¢Ges de
fase. Transicdo vitrea, representado por Tg, é caracterizada por um degrau. O pico
endotérmico, Tm, apresenta a temperatura de fusdo. O pico exotérmico, Tc, caracteriza a

temperatura de cristalizacdo. Adaptado de RAMOS®!,

A analise por DSC possui uma técnica de temperatura modulada (TMDSC), onde ha a
possibilidade de “investigagdo semi-isotermal de mudanca da capacidade de calor durante
procedimentos de recozimento ou reagdes quimicas”, havendo uma combinagdo de
aquecimento linear e periddico, possibilitando a vantagem de boa resolucéo de temperatura na
diminuicao da velocidade de varredura e maior sinal de saida devido as rapidas oscilaces®™".

O sinal de fluxo de calor é composto por varias etapas, mas o DSC tradicional mede
apenas a soma das etapas e apresenta o grafico dessa soma. Com TMDSC, mdltiplos sinais

sdo gerados de uma Unica experiéncia de modo que cada um dos componentes do sinal de
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fluxo de calor total possa ser mostrado e analisado independentemente®®. A Figura 3.24
apresenta curvas tipicas de DSC e TMDSC.
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Figura 3-24 — Curvas de DSC normal e TMDSC da Isotropizacdo de cristais liquidos
nematicos. Adaptado de WUNDERLICH & BOLLER et al.®”),

3.5.4.1 StepScan

StepScan é um aplicativo para uso com DSC de compensacao de energia patenteado
pela Perkin Elmer. E também considerada uma técnica de temperatura modulada. Aplica-se
uma serie de intervalos curtos de aguecimento ou resfriamento e passos isotérmicos para
cobrir a faixa de temperatura de interesse.

Com o StepScan, dois sinais sdo obtidos simultaneamente. O sinal de capacidade
térmica (Cp) que representa 0s aspectos reversiveis do material como a transicdo vitrea,
enquanto que o sinal de dados cinéticos chamado de Iso K, reflete transi¢cbes de natureza
irreversivel (processos lentos) durante o aquecimento, tais como relaxamento ou cristalizacao.
A equacdo que descreve a resposta de fluxo de calor é dada por:

dQ/dt = Cp (dT/dt) + f(t,T) Eq. (3-3)

Onde dQ/dt é o fluxo do calor, Cp € a capacidade térmica (calor especifico x massa),
dT /dt é a taxa de aquecimento e, f(t,T) é a resposta cinética.
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Além de ser altamente quantitativo e mais simples de interpretar, a vantagem do
StepScan para 0 DSC normal e TMDSC é de que ndo necessita de deconvolucdes
matematicas (transformada de Fourier) e identifica mais claramente os eventos de Tg[54].

A Figura 3.25 mostra um grafico tipico utilizando o método StepScan, onde a amostra
exibe uma transi¢do vitrea com relaxamento entalpico. O sinal de capacidade termodinamico
(Cp termodinamico), fornece a Tg. O relaxamento entélpico, entdo, é indicado pelo conjunto

de dados de linha de base I1soK !,

— Dados originais do Step Scan DSC
== inha de base IsoK
- - = = Cp termodinimico e ===
T ’ s
-
- } / r-l r| . A0 rq rl ﬂ E
= alale o
T
= nnnan g
S =
g S
]
= o
=]
b
=
=
Temperatura

Figura 3-25 - Grafico da curva tipica do método StepScan. Adaptado por LAPPALAINENI®Y.

3.6 Reologia

A Reologia foi definida como uma propriedade que estuda o fluxo e deformacéo de
materiais, conceito aceito quando a Sociedade Americana de Reologia foi fundada em
1929%Y. Segundo conceito mais amplo, Reologia ¢ um ramo independente de ciéncias
naturais, estando sua definicdo mais préxima com a mecénica dos meios continuos que se
baseiam na deformacéo e fluxo da matérial®. Existem dois tipos bésicos de fluxo com o

movimento relativo das particulas do liquido, eles s&o chamados de fluxos de cisalhamento e
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fluxos extensionais. Em fluxo de cisalhamento, particulas adjacentes ao liquido fluem umas
sobre as outras, enquanto que no fluxo extensional, particulas adjacentes fluem em dire¢do ou

distantes umas das outras, como mostra a Figura 3.26.
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Figura 3-26 - Movimento das particulas do fluxo de cisalhamento ou fluxo extensional.
Adaptado de BARNES!®!.

A Figura 3.27 mostra o fluxo de cisalhamento em analogia com o movimento de
camadas hipotéticas deslizando umas sobre as outras. No caso mais simples, a velocidade de
cada camada aumenta linearmente comparada a sua vizinha abaixo, de modo que as camadas
situadas duas vezes de distancia de qualquer borda estacionaria se movimentam com o dobro

da velocidade.
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<«4— Camadas hipotéticas

Figura 3-27 - Modelo apresentando camadas hipotéticas para ilustrar o fluxo de cisalhamento.
Adaptado de BARNES!®?!.

O gradiente da velocidade na direcdo perpendicular ao fluxo é chamada de taxa de
cisalhamento (gradiente de velocidade ou velocidade de deformacéo), e a forca por unidade
de &rea, criada ou produzida pelo fluxo, é chamada de tensdo de cisalhamento. A taxa de
cisalhamento é V/h, e é descrita pelo simbolo y, enquanto a tensdo de cisalhamento é dada por
F/A e representada pelo simbolo o, unidade Newton por metro quadrado, N.m™. No Sistema
Internacional de Unidades (SI), tensdo, como a pressdo, é dada em unidades pascal (Pa). A
taxa de cisalhamento tem as unidades de velocidade divididas pela distancia, tendo sua
unidade em segundo reciproco, ou s,

A caracterizacdo reologica se baseia na resposta de taxa, tensdo ou deformacéo
aplicadas. Os materiais podem ser reologicamente classificados como elastico, viscoso e
viscoelastico. Os elasticos, também chamados de solidos ideais, armazenam energia durante a
deformacédo e quando a carga é removida, retornam a forma original usando essa energia. Ja
0s Vviscosos, também chamados de liquidos ideais, ndo armazenam energia, e sim dissipam na
forma de calor. Materiais viscoelasticos exibem uma combinacdo de efeitos elasticos e

viscosos simultaneamente!®!,
3.6.1 Lei de Newton da Viscosidade

Considere um fluido entre duas placas paralelas planas, de area A, separada por uma

distancia h. Uma forca F é aplicada na placa superior, fazendo com que a placa entre em
movimento, a uma velocidade u constante em relacdo a placa inferior, que é mantida fixa. A

viscosidade é determinada a partir de um experimento em que camadas de fluido deslizam
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umas sobre as outras ao longo de uma determinada direcdo. Esse ensaio € chamado de

escoamento de Couette e é representado conforme a Figura 3.28.

Area, A
Forca de cisalhamento, Fc
For¢a - <
aplicada, F Velocidade, u

Velocidade nula

Figura 3-28 - Representacdo esquematica do escoamento de Couette entre duas placas
paralelas. Adaptado de SANTOS!.

A forca F da origem a uma forca com a mesma intensidade, mas de sentido contrario,

chamada forca de cisalhamento ou forca de corte (17"0), que se desenvolve devido as forcas de
coesdo do fluido sobre as paredes da placa e entre as camadas de um fluido, assumindo que o
escoamento ocorre laminarmente. A forca de cisalhamento d& origem a um gradiente de
velocidade, du/dy, entre as placas que, no caso do escoamento ser laminar, em regime

estacionario s6 depende da ordenada do ponto a ser analisado, y©.

3.6.2 Tipos de fluido

Classifica-se de acordo com seu comportamento quanto a relacdo entre a tensdao de
cisalhamento e taxa de deformagao®.

Um fluido newtoniano € aquele cuja a viscosidade é constante e embora varie com
temperatura e pressdo, ndo varia com a taxa de deformacao e com o tempo. Abrange todos 0s
gases e liquidos ndo polimericos e homogéneos.

Ja os fluidos ndo newtonianos, a relacdo entre a taxa de deformacgdo e a tensdo de
cisalhamento ndo é constante. Os fluidos ndo newtonianos ainda podem ser classificados em
viscoelasticos, dependentes e independentes do tempo. Dentre eles o fluido de Herschel-
Bulkey, também chamado de Bingham generalizado, necessita de uma tensdo inicial para

34



comecar a escoar. A a relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacdo néo é
linear. Esta relacdo depende de um expoente adimensional n, caracteristico para cada fluido.
O fluido de Bingham apresenta uma relacéo linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de
deformacdo, a partir do momento em que se atinge uma tensdo de cisalhamento inicial. Os
fluidos pseudoplasticos, em repouso, apresentam suas moléculas em um estado desordenado,
e quando submetidas a uma tensdo de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na
direcdo da forca aplicada. Quanto maior esta forga, maior sera a ordenacdo e,
conseqlientemente, menor sera a viscosidade aparente. Os fluidos dilatantes apresentam um
aumento de viscosidade aparente com a tensdo de cisalhamento. No caso de suspenses, a
medida que se aumenta a tensdo de cisalhamento, o liquido intersticial que lubrifica a friccdo
entre as particulas é incapaz de preencher os espacos devido a um aumento de volume que
frequentemente acompanha o fendmeno. Ocorre, entdo, 0 contato direto entre as particulas
s6lidas e, conseqientemente, um aumento da viscosidade aparente®®!.

O gréfico da Figura 3.29 apresenta as relacfes entre a taxa de deformacdo de
diferentes fluidos com a tensdo de cisalhamento.

Q

:

Tensdo de cisalhamento (1)

Taxa de deformacdo de cisalhamento (¥)
a — Herschel-Bulkley
b— Bingham
¢ — Pseudoplastico

d— Newtoniano
e — Dilatante

Figura 3-29 - Gréfico representa os tipos de fluidos de acordo com seu comportamento™®.
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3.6.3 Limite de escoamento ou

tensdo de cedéncia

E definido como a minima tensdo demandada para iniciar o fluxo do fluido em

questdo. Segundo Barnes'®”!, o escoamento do material ocorre em uma faixa de valores de

tensao e ndo em uma Unica tensdo, como a Figura 3.30 indica.
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Figura 3-30 - Representacdo grafica da definicdo d
Adaptado de Barnes!®”).

o limite de escoamento nos materiais.

3.6.4 Utilizacéo do sensor de cisalhamento Vane

O uso da geometria rotacional do sensor de cisalhamento Vane para medir

propriedades de fluidos ndo newtonianos vem aumentando pela facilidade de preparacéo, facil

limpeza e eliminagdo de alguns efeitos de parede. Apresenta boas medidas especialmente

quando combinados com redmetros de tensdo de cisalhamento controlada.

A Figura 3-31 apresenta o sensor de cisalhnamento VVane com usa geometria.
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Figura 3-31 — Sensor de cisalhamento Vane. 8!,

Com o metodo do sensor de cisalhamento Vane, uma simples formula é usada para
calcular o limite de escoamento levando em consideracdo que este age uniformemente tanto
dos lados quando nas extremidades do cilindro de fluido formado quando o sensor de
cisalhamento Vane é posto em funcionamento. O torque total dos lados do cilindro equivale a
2moola’ e 4nopa’/3 as extremidades®. O limite de escoamento é dado pela Equagéo 3-4.

_ M (1,120} _
90 = 2mad (a + 1,51) Ea. (3-4)

O uso do sensor de cisalhamento Vane apresenta vantagens e limitagcdes que sao
listadas na Tabela 3-41%4,
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Tabela 3-4 - Comparacdo das vantagens e limitagcdes do uso do Sensor de

cisalhamento Vane!®.

Vantagens

Limitagdes

1 | Eliminag&o dos efeitos de parede.
Superficie de escoamento ou
cisalhamento esta presente no
material eliminando o deslizamento

pelas paredes.

Em velocidades rotacionais mais elevadas ha
possibilidade de surgimento de fluxo
secundario entre a area de deslizamento e o

sensor de cisalhamento Vane.

2 | Minimo disturbio na amostra. As
laminas finas do sensor de
cisalhamento Vane causam danos
minimos podendo ser testados géis
fracos, materiais tixotropicos ou

materiais espumaosos.

Fluidos com viscosidades baixas com efeito
de inércia tornam-se mais salientes causando
vortices e a dissipacdo da energia desses pode

indicar maior viscosidade.

3 | Maior lacuna proporciona menos
problemas frequentes de materiais
particulados e reduz muito o
aquecimento viscoso entre a base do
rotor (sensor de cisalhamento Vane)

e 0 Copo.

Material com um valor minimo de

limite de escoamento (cerca de 10 Pa) é
adequado. O valor minimo depende do
numero de laminas do sensor de cisalhamento

Vane.

4 | Réapida determinacéo do limite de

escoamento.

Quando ha saliéncia da amostra na borda,
o0 sensor de cisalhamento Vane ndo pode ser
usado devido

as restricdes de sua geometria.

5 | Taxas de cisalhamento maiores que
a geometria do cone placa e Couette
podem ser obtidas devido ao
deslizamento minimo e a maior area

de superficie.

O sensor de cisalhamento Vane nao é
extremamente confidvel na avaliacdo de
fluidos ndo newtonianos contendo alta
quantidade de sélidos, mesmo em taxas de
cisalhamento muito baixas. Maiores areas de
superficie requerem maior quantidade de
amostra, 0 que ndo é o caso de amostras de

maior custo.
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Possivel executar em medicdes de

limite de escoamento in situ.

Preparacdo de amostra simples.

Fixag&do simples e facilmente fixado

em redmetros j& existentes.

Preparacdo simples e facil limpeza.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Selecdo e preparo dos geis
4.1.1 Gel de colageno

Para a escolha das amostras para ensaio, foram testados, respectivamente: gelatina
comercial em p6 sem sabor, colageno tipo | de tendao bovino Sigma Aldrich, colageno tipo |
em po e fibras de tenddao bovino gentilmente cedidos pela empresa Novaprom®. Ao
utilizarmos a gelatina comercial em pé sem sabor, a formagdo de algumas impurezas foram
observadas no teste de gelificagdo, as quais poderiam intervir no resultado dos demais
ensaios, motivo pelo qual foi descartada. As amostras da Sigma Aldrich e colageno tipo | em
p6 da Novaprom® nao gelificaram, por isso foram descartadas também. O coldgeno em fibras
na Novaprom® apresentou comportamento gelificante, portanto foi selecionado para os
ensaios.

O gel foi preparado em trés etapas: primeiramente, foi solubilizado em uma solucédo de
acido acético 0,02M pH 2,0 de modo que a concentracdo final foi de 6,7 + 0,5%. A
concentracdo de 6,7 foi escolhida pois € utilizada para medir a forca de gel, forca necessaria
para penetrar 4mm da superficie do gel de gelatinal’”. Logo a solucéo foi aquecida a 60°C por
60 minutos em banho termostatizado (TC-500, Brookfield). Em seguida foi centrifugada
(Mikro 220R, Hettich Zentrifugen) por 15 minutos em rotagéo de 2500 rpm (660g) a 40°C
(Amostra C1). O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH 0,05M. Para o ensaio com adic¢éo de
HU (HU 98%, M/S Sigma Aldrich), utilizou-se a dosagem de HU considerando a dose
méaxima que pode ser ministrada em pacientes com anemia falciforme - 35mg/Kg de peso
corporal. Para célculo da quantidade de HU que seria adicionada, foi considerado um adulto
de 70Kg com quantidade de sangue igual a 5 litros. A Figura 4.1 apresenta um desenho

esquematico do preparo dos géis.
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Figura 4-1 - Esquema de preparo dos géis a partir das fibras de colageno tipo |.

Foram produzidos dois tipos de géis: um gel opaco heterogéneo com particulas em
suspensdo com concentracdo de 6,7 £ 0,5% m/v e outro transparente homogéneo de

concentracdo a definir. As amostras foram nomeadas de acordo com a Tabela 4-1.
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Tabela 4-1 - Identificacdo dos géis

Codigo da | Concentracdo Concentracdo de HU | Descricdo do gel | Ensaios
amostra de HU | em relacdo a dose | quanto sua | realizados
(mg/mL) méaxima permitida uniformidade
C1 0 0 Heterogéneo DSC e MEV
C2 20 40x Heterogéneo DSC e MEV
C3 40 80x Heterogéneo DSC e MEV
Csl 0 0 Homogéneo DSC e MEV
Cs2 0,49 1x Homogéneo Rebmetro e
Viscosimetro
Cs3 0,98 2X Homogéneo Rebmetro e
Viscosimetro
Cs4 20 40x Homogéneo DSC e MEV
Cs5 40 80x Homogéneo DSC e MEV

4.1.2 Gel de hemoglobina

Hemoglobinas bovina e suina liofilizadas (Sigma Aldrich) foram reticuladas com

solucdo de glutaraldeido 1% com concentracdo final de hemoglobina de 60mg/mL. Para o

ensaio com adicdo de HU utilizou-se a dosagem de 20mg/mL e 40mg/mL. As amostras foram

identificadas conforme a Tabela 4-2.

Tabela 4-2 - Identificacdo dos géis com apresentacdo dos seus respectivos codigos e

suas descricoes.

Amostra Descricao Concentracdo de  hidroxiuréia
(mg/mL)

HVnl Gel de hemoglobina bovina 0

HVn2 Gel de hemoglobina bovina 20

HVn3 Gel de hemoglobina bovina 40

HSnl Gel de hemoglobina suina 0

HSn2 Gel de hemoglobina suina 20

HSn3 Gel de hemoglobina suina 40
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A Figura 4.2 mostra um esquema da preparacdo dos géis de hemoglobinas bovina e

8 o
se o
Tetrimeros de
Hemoglobina hemeglobina
liofilizada
l Solugiio de glutaraldeido 1%

"Lx

Ligacoes entre os tetrameros
dehemoglobina

e —

[ Hsn2 X H5D3 )
i s

Figura 4-2 - Quadro esquematico da preparacdo de géis de hemoglobinas bovina e suina.

A estrutura de alguns géis de hemoglobina tornou-se muito rigida, permitindo apenas

sua avaliacdo através dos ensaios de MEV e DSC.
4.2 Ensaio de espectroscopia na regidao UV-Vis

A quantidade de colageno presente na solucdo pode ser estabelecida por determinacdo de
protefnas totais pelo método de Biureto!*""! através da espectroscopia no ultravioleta visivel
(UV/VIS). Os fons de cobre (Cu?*) em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem com as
ligagOes peptidicas do colageno formando uma cor parpura, que tem absorbancia maxima em
545nm, proporcional a concentracdo do colageno na amostra. O espectrofotdmetro UV/VIS

Lambda 20 operado pelo software UV WinLab da Perkin Elmer juntamente com o
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monorreagente de proteinas totais (marca Bioclin) foram utilizados. Amostras dos géis de
colageno preparadas a partir da aliquota do sobrenadante retirada no preparo dos geis foram
analisadas em triplicata e sua concentracdo determinada através da curva analitica. A

concentracdo de colageno presente na amostra foi determinada através da equacgéo da curva.

4.3 Ensaio de microscopia Otica

Os geéis foram colocados em laminas proprias para microscopio 6tico (DMLS, Leica
Microsystems) e depois foram cobertos com laminulas para evitar a formacéo de ar. Apos esta
etapa, os géis foram levados ao microscopio e observados pelas objetivas de 4x, 10X, 40x e
100x. A Figura 4.3 mostra uma fotografia do microscépio utilizado.

Figura 4-3 - Microscopio otico.

4.4 Ensaio de microscopia eletronica de varredura
4.4.1 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas seguindo o protocolo de Souzal™™. Os géis foram
colocados em laminulas circulares previamente imersas em solucdo de Poly-L-Lisina para
aumentar a adesdo. Em seguida foram fixados em solucéo de glutaraldeido 2,5%, em tampdao
cacodilato 0,1M (fixador primério) por no minimo 1 hora; o fixador foi removido e as
amostras lavadas 3x por 10 minutos em tampéo cacodilato 0,1M; em seguida as amostras
foram imersas no fixador secundério, tetréxido de 6smio 1,0%, por 1 hora. Foram lavadas
novamente 3x por 10 minutos em tampdo cacodilato 0,1M, depois imersas em solugdo de

acido Tanico 1% em tampéo cacodilato 0,1M por 20 minutos e lavadas novamente 3x por 10
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minutos em tampédo cacodilato 0,1M; foram imersas no fixador secundario novamente por 1
hora; e lavadas 3x por 10 minutos em &gua destilada. As amostras foram desidratadas em
solucdo de alcool etilico utilizado, por sequéncia, nas seguintes concentracdes: 35%, 50% e
95% por 10 minutos; em alcool etilico puro foram lavadas 3x por 10 minutos. A secagem foi
realizada no ponto critico de CO,. As amostras foram montadas em suportes de aluminio
(stubs) usando cola de carbono, posicionando a laminula com os géis aderidos sobre a fita de
carbono. A metalizacdo foi realizada com ouro/3nm de espessura a 6nA. Os stubs foram
colocados no disco de analise do MEV (Vega 3 SEM, Tescan) e as imagens foram obtidas. A

Figura 4-4 apresenta 0 modelo de MEV utilizado em nossos ensaios.

Figura 4-4 - Microscopio eletrdnico de varredura usado para 0s ensaios.

4.5 Ensaios reoldgicos

451 RéometroR/S

O gel utilizado foi proveniente da aliquota retirada da parte sobrenadante Csl (sem
HU), Cs2 (0,49 mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU) (Ver Tabela 4-1). A rotacao,
tempo e temperatura utilizados para essa andlise foram selecionados pelo software
RHEO3000 com um banho termostatizado (TC 500, Brookfield) acoplado. O equipamento
utilizado foi um reébmetro rotacional de cilindros concéntricos da Brookfield, modelo R/S CC
mostrado na Figura 4.5. O equipamento forneceu os dados de tens@o de cisalhamento e taxa

de deformacéo através do software RHEO3000.
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(BROOKFIELD

R/S RHEOMETER

Figura 4-5 - Re6bmetro rotacional de cilindros concéntricos.

Foi utilizado o sensor Sensor de cisalhamento Vane V-80-40. Uma aliquota de 200mL
foi colocada no copo de amostra e a temperatura foi elevada a 40°C por 15 minutos com taxa
de cisalnamento 0,7rpm. Logo em seguida foi levado a 19°C sem rotagdo por 10 minutos.
Nessa mesma temperatura foi aplicada uma taxa de cisalhamento de 0,7rpm por 90 minutos.

A Figura 4-6 apresenta um esquema da utilizagdo do Sensor de cisalhamento Vane,

bem como o copo de amostra utilizado no trabalho em questao.

Figura 4-6 - Desenho do Sensor de cisalhamento Vane com quatro laminas e sua disposi¢ao

no copo de amostra () e as fotos do Sensor de cisalhamento Vane e copo utilizados (b, c).
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4.5.2 Viscosimetro do tipo cone placa

Aliquotas de 500uL da parte sobrenadante dos geis de colageno sem HU e com HU

com todas as concentracGes descritas na Tabela 4-1 foram utilizadas neste ensaio. As
amostras foram medidas a temperatura de 37°C com viscosimetro Brookfield (Brookfield
Engineering Inc., modelo DV-II), apresentado na Figura 4-7, usando taxas de cisalhamento de
5,25; 7,5; 56,25; 90; 112,5; 150; 375; 750; 1350; 1500 s com spindle CPE-40. Somente
resultados com o torque maior que 10% foram considerados e em algumas taxas de

cisalhamento o torque maximo superado ndao havendo a possibilidade de resposta.

Figura 4-7 - Viscosimetro cone placa da Brookfield modelo DVI1I

As amostras iniciais foram medidas ap6s 3 minutos depois do contato do spindle para
atingir o equilibrio térmico. Todas as medidas foram tomadas em duplicata depois de 30

segundos e a média destas foram consideradas.

4.6 Ensaio de perda de massa

Uma aliquota de 30mL da parte sobrenadante das amostras de géis de colageno sem HU

(Csl1) e com HU (Cs2 e Cs3), em triplicada, foram pesadas antes e depois do tratamento dado
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nos ensaios durante um periodo de 12 dias. O teste foi realizado para verificar a quantidade de

solvente que volatiliza durante os ensaios.

4.7 Calorimetria exploratoria diferencial

Amostras de géis foram pesadas (£15mg) e seladas em cadinhos de aluminio. Um cadinho
vazio foi usado como amostra de referéncia. O calorimetro de compensacao de potencia Pyris
1 operado pelo software Pyris Perkin Elmer foi usado. Primeiramente foi levado a
temperatura de -10°C por 60 segundos. Em seguida foi aplicado o método de StepScan:
duracdo do segmento da isoterma de 60 segundos, o intervalo de temperatura foi de 3°C, taxa
de aguecimento de 2°C x min.™ e critério de equilibrio (+ 0.05uW). A temperatura final foi de
40°C mantida por 60 segundos. A linha de base necesséria para os célculos foi medida da
mesma maneira porém com cadinhos vazios. Os dados de condutividade térmica da panela
foram utilizados para a correcdo da diferenca da amostra e referéncia. A Figura 4-8 apresenta

o sistema de analise térmica.

Figura 4-8- Montagem do sistema de analise térmica com (a) aparelho DSC e intracooler e (b)

cadinho de aluminio usado nos ensaios.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Ensaio de espectroscopia na regido UV-Vis- Determinacdo da concentracédo do

sobrenadante retirado.dos géis.

Para determinar a concentracdo de colageno da parte sobrenadante retirada apos

centrifugacdo do gel, foi utilizado o método de Biureto para determinacéo de proteinas totais.

Os valores obtidos pelo espectrofotdmetro para as absorbancias dos padrdes externos

utilizados para a construcdo da curva de calibracdo e para a amostra em questdo s&o

apresentados na Tabela 5-1.

Tabela 5-1 — Valores de absorbancia no comprimento de onda 545nm para os padroes em

concentragdes distintas

Solucdo-padrao Concentracao Absorbancia a
545nm(média)

Branco 0 0

Amostra X 0,16037

1 2¢g/dL 0,1482

2 4g/dL 0,2854

3 8g/dL 0,6012

4 12¢g/dL 0,8631

5 16g/dL 1,1416

A partir dos dados da tabela, foi construida a curva analitica apresentada pela Figura 5-

49



14 -
1.2 7 y=0.071x+ 0.005
R2=0.999
1 -
(4]
2
«S 0.8
o]
e
8 0.6 1 ¢ Padrdes
g Linear (Padrdes)
04
0.2
0
0 5 10 15 20
Concentracao dos padrdes (g/dL)

Figura 5-1 - Curva analitica das amostras de geis de colageno construida de acordo com a

resposta do espectrofotdometro.

Utilizando a equacéo da curva analitica temos:

y = 0,071x + 0,005
y =2,1883

No preparo dos géis descrito anteriormente, ap0s a amostra ser centrifugada, ao se
retirar a aliquota sobrenadante, a concentracdo de colageno diminui expressivamente, pois sua
concentracdo inicial era igual a 6,7 £ 0,5% em volume. A unidade g/dL € igual g/100mL,
portanto, 2,29/100mL é igual a 2,2% +0,5%.
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5.2 Microscopia Otica

5.2.1 Gel de colageno

Como os géis de colageno sao translicidos ou transparentes, necessitam de um corante
adequado ou preparacdo prévia para a investigacdo ao microscopio 6tico. Foi utilizado o
corante Comassie Brilliant Blue G, entretanto o resultado ndo foi satisfatorio, ou seja, ndo foi
possivel estabelecer uma relacdo entre as imagens. A Figura 5-2 apresenta algumas imagens

obtidas por essa metodologia.

Figura 5-2 — Imagens obtidas por microscopia ética com aumento de 10x de gel de colageno

(a e b) e gel de colageno da parte sobrenadante (c e d) com corante Comassie Blue G.

O corante Comassie Brilhant Blue G néo foi adequado para essa metodologia.
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5.2.2 Géis de hemoglobina bovina e suina

Os ensaios realizados no microscopio ético para obtencdo de imagens dos géis de
hemoglobina bovina e suina sem HU, com concentracdo de HU (20mg/ml) e com o dobro da
concentracdo de HU (40mg/ml), foram executados logo apds as amostras gelificarem. As
figuras abaixo apresentam as diferencas entre os géis. O gel de hemoglobina bovina sem HU é
mostrado na Figura 5-3. E observada a quebra do gel resultante do procedimento de coloca-lo
entre uma lamina e uma laminula. A dissolucdo do gel ndo foi verificada. Os pontos
identificados com o numero 1 apresentam espacos onde ndo ha a ocorréncia de gel e com o

namero 2 a estrutura do gel.

Figura 5-3- Imagens obtidas por microscopia 6tica de gel de hemoglobina bovina (HVn1) em

solucdo de glutaraldeido 1% com um aumento de 10x em quatro pontos distintos.

Na Figura 5-4 é apresentado o gel de hemoglobina bovina onde se adicionou 20mg/ml

de HU. Pode-se observar pelas imagens que houve a dissolugéo do gel. Os espagos onde ndo
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ha& presenca de gel sdo identificados pelo nimero 1 e onde ha uma estrutura do gel pelo

ndmero 2.

Figura 5-4 - Imagens obtidas por microscopia 6tica do gel de hemoglobina bovina (HVn2) em
solucdo de glutaraldeido 1% e 20mg/ml de HU, com um aumento de 10x em quatro pontos

distintos.

O gel de hemoglobina bovina com concentracdo de 40mg/ml é mostrado na Figura 5-
5. As imagens evidenciam que 0 aumento da concentracdo de HU resulta na dissolugéo do
gel. Assim como o gel apresentado anteriormente, os espacos onde ndo ha presenca de gel séo

identificados pelo numero 1 e onde ha uma estrutura do gel pelo nimero 2.
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Figura 5-5. - Imagens obtidas por microscopia 6tica do gel de hemoglobina bovina (HVn3)
em solucédo de glutaraldeido 1% e 40mg/ml de HU, com aumento de 10x em quatro pontos

distintos.
Uma comparacdo entre os géis de hemoglobina bovina com ou sem HU é apresentada

na Figura 5-6. Observa-se a dissolu¢do mais evidente do gel onde ha maior concentracdo de
HU.
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Figura 5-6 - Comparacdo dos géis de hemoglobina bovina sem HU - HVnl(a), com
concentragdo de HU de 20mg/mL — HVn2(b) e com concentracdo de HU de 40mg/mL —

HVn3(c), ilustrando as alteracdes em resposta a adi¢do de HU.

O gel de hemoglobina suina sem HU é mostrado na Figura 5-7 apresentando uma
estrutura consistente. Assim como o gel de hemoglobina bovina sem HU, a imagem principal
mostra a quebra do gel devido aos procedimentos de microscopia. As areas identificadas com
o0 numero 1 representam onde ndo ha presenca de gel e a estrutura do gel, indicada pelo

ndmero 2.

Figura 5-7 - Imagens obtidas por microscopia 6tica do gel de hemoglobina suina (HSn1) em

solucéo de glutaraldeido 1% com um aumento de 10x em quatro pontos distintos.
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A Figura 5-8 representa o gel de hemoglobina suina com concentracdo de HU igual a
20mg/ml. Pode-se notar que h& uma dissolucdo do gel. Com a adicdo de HU, o

aprisionamento do solvente fica comprometido

Figura 5-8 - Imagens obtidas por microscopia ética do gel de hemoglobina suina (HSn2) em
solucdo de glutaraldeido 1% e com 20mg/ml de HU, com aumento de 10x em quatro pontos

distintos.

O gel de hemoglobina suina com concentracdo de 40mg/ml é mostrado na Figura 5-9,
assim como no gel de hemoglobina bovina de concentragdo de HU 40mg/mL, o gel adquire

caracteristica de dissolvido, perdendo sua capacidade de aprisionar o solvente.
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Figura 5-9 - Imagens obtidas por microscopia 6tica do gel de hemoglobina suina (HSn3) em
solucdo de glutaraldeido 1% e 40mg/ml de HU, aumento de 10x em quatro pontos distintos.

A Figura 5-10 apresenta uma comparacdo dos géis de hemoglobina suina com e sem
HU. A medida que aumenta a concentracdo de HU, o gel se torna mais fragil, como se ndo

conseguindo aprisionar o solvente, sofrendo dissolucao.

Figura 5-10 - Comparacdo dos géis de hemoglobina suina sem HU (a) com HU (b) e com

concentracdo de HU duplicada (c) ilustrando efeito da adicdo de HU em sua estrutura.
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5.3 Microscopia eletronica de varredura

5.3.1 Géis com concentracdo de colageno igual & 6,7.

As imagens obtidas pelo MEV mostram as diferencas da microestrutura entre geis com
e sem adi¢cdo de HU. O gel de colageno ndo homogéneo sem HU (C1) apresentado pela letra
A na Figura 5-11, evidencia uma estrutura de rede de fibras aleatoriamente dispostas. Pode se
observar que essa rede apresenta aglomerados de fibras em alguns pontos, identificados pelas
regibes mais claras na imagem. A retencao de solvente para a formacao do géis é dependente
da rede formada.

Ao analisar o gel de colageno com concentragdo de HU igual a 20mg/mL (C2)
apresentado pela letra B na Figura 5-11, observa-se a auséncia das fibras em rede presentes no
gel de colageno sem HU e uma ligeira compactacdo de sua estrutura.

Na Figura 5-11 o gel de coldgeno com concentracdo de HU igual a 40mg/mL (C3) é
identificado pela letra C, sugerindo que a estrutura desse gel aumenta a compactacao, devido
a presenca de trincas pela superficie. A amostra sofre uma intensa retracdo, possivelmente

pela quantidade de agua livre na estrutura.
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SEN HV: 10.0 kY SEM NAG: 160 kx VEGAS TESCAN
Dot 8E Bl 70

SENHV 1000y SEMNAG 160 kx VEGA TESCAN
Dot SE 8T

Figura 5-11 - Imagem obtida pelo MEV do gel de colageno 6,7% mostrando a microestrutura
dos géis onde A na héa adicdo de HU (C1), B ha adicdo de HU em uma concentracdo de

20mg/mL (C2) e C uma concentracao de 40mg/mL .
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5.3.2 Geis de colageno 2,2%

O gel de colageno 2,2% Cs1 (sem HU) mostrado na letra A da Figura 5-12, apresenta
a matriz como uma rede de fibras tridimensional organizada, permitindo aprisionamento
maior do solvente, quando comparado aos géis de colageno de 6,7%.

A imagem da amostra de gel de coldgeno 2,2% com concentracdo de HU igual a
20mg/mL (Cs4), apresentada pela letra B da Figura 5-12, permite observar que a estrutura da
rede em relacdo ao gel Csl (sem HU) apresenta menor porosidade, consequentemente, menor
capacidade de retencdo de solvente. Nesse caso também como no gel de colageno C3
(concentracdo de HU igual a 40mg/mL) representado pela letra C da Figura 5-11, a estrutura
se compacta apresentando trincas em toda a superficie. Essas trincas sdo devido a retragcdo
sofrida pelo gel pela incapacidade de retencdo da &gua, resultando em uma estrutura
compacta. Observa-se que ndo existe estrutura de fibras longas como no caso do gel de

colageno sem HU.

A letra C da Figura 5-12 apresenta o gel de coladgeno 2,2% com concentragdo de HU
igual a 40mg/mL (Cs5), com caracteristicas semelhantes ao gel de Cs4 (20mg/mL de HU),
representado pela letra B da mesma figura também héa presenca de trincas, mas em menor

quantidade em comparacéo ao gel Cs4.
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SEMHV:200kV  SEM MAG: 20.0 kx VEGA3 TESCAN
81: 6.00 Det: SE 5 pm w

SEMHV: 200KV | SEM MAG: 20.0 kx VEGAS TESCAN
B1:7.00 Det: SE 5pm wi

Figura 5-12 - Imagem obtida pelo MEV do gel de colageno 2,2% onde a letra A apresenta o
gel Csl (sem HU), a letra B apresenta o gel Cs4 (concentragdo de HU igual a 20mg/mL) e a

letra C apresenta o gel Cs5 (com concentracdo de HU igual & 40mg/mL).
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5.3.3 Géis de hemoglobina bovina

Os géis de hemoglobina bovina tém natureza diferente dos géis de colageno, pois
apresentam ligacdes cruzadas entre as fibras de HB devido a adicdo do agente reticulador
GTA. Essa ligacdo € mais intensa que as interacdes que unem os componentes do geis de
coladgeno (solucdo de acido acético e fibras de colageno) ocasionando uma estrutura mais
compacta. A letra A da Figura 5-13 apresenta imagem do gel de hemoglobina bovina sem HU
(HVn1). Pode-se observar a formacao de uma estrutura filamentosa mais reticulada do que a
rede tridimensional presente no gel de colageno.

Na letra B da Figura 5-13, a estrutura do gel de hemoglobina bovina com concentragéo
de HU 20mg/mL (HVn2) é apresentada. Observa-se a redugdo do tamanho dos filamentos de
Hb tendo como consequéncia uma estrutura mais compacta.

Ja na letra C da Figura 5-13, na qual a estrutura do gel de hemoglobina bovina com
concentracdo de HU 40mg/mL (HVn3) é apresentada, observa-se 0 mesmo efeito da amostra
anterior com a inexisténcia de filamentos longos, sendo a microestrutura constituida de
agregados nanomeétricos reticulados pela presenca de GTA.

Note que com o aumento da concentracdo de HU, ha perda de caracteristicas para se

obter um gel, como a diminuigéo de poros.
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SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 20.0 kx VEGA3 TESCAN
BI: 7.00 Det. BSE 5 pm wi

Figura 5-13 - Imagem obtida pelo MEV do gel de hemoglobina bovina onde a letra A
apresenta o gel HVnl1 (sem HU), a letra B apresenta o gel HVn2 (com concentragdo de HU
igual @ 20mg/mL) e a letra C apresenta o gel HVn3 (com concentracdo de HU igual &

40mg/mL).
63



5.3.4 Géis de hemoglobina suina

Os géis de hemoglobina suina foram produzidos com o mesmo protocolo dos géis de
hemoglobina bovina, apresentando portanto caracteristicas semelhantes, como uma rigidez
maior que os géis de colageno. Os geéis de hemoglobina, por serem feitos por reticulacdo
quimica, possuem ligacfes mais fortes que as interaces presentes nos géis de colageno. A
letra A da Figura 5-14 apresenta o gel de hemoglobina suina sem HU (HSn1). Pode-se notar
um tipo de rede na amostra, caracteristica de estrutura de géis.

O gel de hemoglobina suina com concentragdo de HU de 20mg/mL (HSn2) é
apresentado na letra B da Figura 5-14. Note-se que sdo observados poros e a estrutura se
parece mais a de um solido poroso do que gel.

A letra C da Figura 5-14 que representa o gel de hemoglobina suina com concentracao
de HU de 40mg/mL (HSn3), se assemelha mais a estrutura de um sélido poroso e néo

apresenta estrutura de rede na amostra.
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SEMHV: 300kV  SEM MAG: 16.0 kx i | || | | veca3vEscan

Det: SE Bi: 10.00 10 pm

Bl: 10.00 10 ym

SEMWHMM | i) O I VEGAS TESCAN

BI: 10.00 10 ym

Figura 5-14 - Imagem obtida pelo MEV do gel de hemoglobina suina onde a letra A apresenta
0 gel HSnl (sem HU), a letra B apresenta o gel HSn2(com concentracdo de HU igual a

20mg/mL) e a letra C apresenta o gel HSn3 (com concentracdo de HU igual 4 40mg/mL).
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A partir das imagens obtidas pela técnica de MEV, pode-se inferir que a HU intervém
na estrutura dos géis fazendo com que se tornem mais agregados, reduzindo sua porosidade, o
que consequentemente reduz a retengdo de solvente. A HU impede a formacdo de redes
tridimensionais, caracteristica da formacgédo de géis, portanto o poder gelificante da amostra
diminui a medida que a concentracdo de HU aumenta. A Figura 5-15 apresenta estruturas de

gel e de solido poroso observados por outros autores.
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Figura 5-15 — Estruturas de gel™® (a) e de sélido porosol™ (b).
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5.4 Reologia dos géis em funcéo do tempo

Para os ensaios de resisténcia mecéanica em funcdo do tempo foram utilizados apenas 0s
géis homogéneos de concentracdo 2,2%. Os geis usados foram Csl (sem HU), Cs2 (0,49
mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU). Os géis de colageno com concentracdo 6,7%
apresentam particulas dispersas que se sedimentam com facilidade e poderiam fornecer
resultados erroneos. Todos os ensaios foram feitos em ambiente fechando com temperatura

controlada.

5.4.1 Resultados a partir do rebmetro

5.4.1.1 Ensaio realizado apds 24 horas

A Figura 5-16 apresenta o grafico onde a tensdo de cisalhamento (o) é plotada em
funcdo da deformagdo (y), cuja faixa de leitura da temperatura foi de 19 a 40°C. O ensaio
iniciou com a temperatura de 40°C, na qual a amostra se apresenta com fase sol, e diminuiu
até 19°C, amostra no estado gel. O limite de escoamento pode ser determinado através do
valor maximo da curva do grafico de tensdo versus deformacdo. A resisténcia mecénica €
comparavel. Quanto mais inclinada é a parte inicial da curva no grafico de tensdo versus
deformacdo, mais rigido ¢ o gel. O gel sem HU atinge o limite de escoamento com

deformacdes menores, resultado que confirma afirmacéo anterior.
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Figura 5-16 - Grafico de tensdo versus deformagéo dos géis Csl (sem HU), Cs2 (0,49 mg/mL
de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).

A Figura 5-17 apresenta o gréfico de tenséo versus tempo de ensaio.
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Figura 5-17 - Gréafico de tensdo versus tempo dos géis Csl (sem HU), Cs2 (0,49 mg/mL de

HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).
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5.4.1.2 Ensaio realizado apds 5 dias

Os géis preparados foram deixados em repouso sob refrigeracdo a 10°C. Ap6s 5 dias, 0
ensaio foi repetido como mostrado no grafico da Figura 5-18. H4& uma mudanca do
comportamento da amostra, pois além de ter seu limite de escoamento reduzido, a amostra
sem HU possui maior limite de escoamento. Pode se afirmar que a estrutura da amostra foi

modificada em funcdo do tempo.
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Figura 5-18 - Grafico de tensdo versus deformacédo dos géis Cs1 (sem HU), Cs2 (0,49 mg/mL
de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).
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A Figura 5-19 apresenta o grafico que compara a diferenca entre os valores de limite
de escoamento das amostra sem HU (Cs1) em funcdo do tempo. A vari¢do dessa propriedade
esta relacionada as mudancas na estrutura, observadas pelo formato das curvas do gréfico.
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Figura 5-19 - Gréafico de tensdo versus deformacéo dos géis sem HU avaliados em dias

distintos.
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5.4.2 Resultados a partir do viscosimetro — Fase sol

Para o ensaio de viscosidade, utilizou-se um viscosimetro quando a amostra se
apresentava na forma sol, a uma temperatura de 37°C. A quantidade de amostra utilizada para
cada ensaio foi 0,5mL. Os geéis ensaiados foram os de concentracdo 2,2%. A Figura 5-20
apresenta o grafico da viscosidade (n) plotada em funcdo da taxa de cisalhamento (y) das
amostras sem e com HU. Pode-se observar que a amostra sem HU (Csl) apresenta maior
viscosidade que as outras amostras com HU (Cs2 e Cs3). Comparando as amostras com
adicdo de HU, Cs2 (0,49 mg/mL de HU) possui viscosidade semelhante a Cs3 (0,98 mg/mL
de HU).
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Figura 5-20 — Gréfico de viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Cs1 (sem
HU), Cs2 (0,49 mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).

5.4.2.1 Ensaio realizado apdés 30 horas da preparacdo da amostra

O ensaio foi repetido e o resultado foi plotado no grafico da Figura 5-21. A
viscosidade de todas as amotras aumentaram, porém Csl (sem HU) manteve a maior
viscosidade em comparacdo aos outros géis e a diferenca entre os valores de viscosidade

tornou-se mais significativa. A amostra Cs3 (0,98 mg/mL de HU) possui a viscosidade menor
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que Cs2 (0,49 mg/mL de HU), que por sua vez apresenta viscosidade menor que o Csl (sem

HU).
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Figura 5-21 - Gréfico de viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Csl (sem HU),
Cs2 (0,49 mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).

5.4.2.2 Ensaio realizado apds 40 horas da preparac¢do da amostra

O ensaio foi repetido e o resultado foi plotado no gréfico da Figura 5-22. A
viscosidade de todas as amostras aumentaram mais uma vez e o comportamento do Gltimo
ensaio se manteve. A amostra Csl (sem HU) continua com a viscosidade maior em
comparacao as outras amostras e Cs3 (0,98 mg/mL de HU) possui viscosidade menor que Cs2
(0,49 mg/mL de HU).
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Figura 5-22 - Gréfico de viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Csl (sem HU),
Cs2 (0,49 mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).

5.4.2.3 Ensaio realizado apds 54 horas da preparacdo da amostra

Nota-se um decréscimo da viscosidade, como mostra o grafico reportado na Figura 5-
23, porém o comportamento dos ultimos ensaios se mantiveram, Cs1 (sem HU) continua com
a viscosidade maior em comparacao as outras amostras e Cs3 (0,98 mg/mL de HU) possui

viscosidade menor que Cs2 (0,49 mg/mL de HU).
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Figura 5-23 - Gréfico de viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Cs1 (sem HU),
Cs2 (0,49 mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de HU).

5.4.3 Ensaios com as amostras Cs4 (20mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU)

Os graficos representados da Figura 5-24 a Figura 5-27, apresentam os resultados da
amostra sem HU (Cs1), com concentracdo de HU igual a 20mg/mL (Cs4) e 40mg/mL (Cs5).
O gel sem HU apresenta uma viscosidade maior que os géis com HU. Os géis Cs4 (20mg/mL
de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU) apresentam uma ligeira diferenca de viscosidade, sendo

reprodutivel em varios ensaios.
5.4.3.1 Ensaios realizados 24 horas depois preparacdo da amostra

A Figura 5-24 mostra o ensaio dos géis Cs1 (sem HU), Cs4 (20mg/mL de HU) e Cs5
(40mg/mL de HU) na fase sol 24 horas ap0s a preparagdo. Pode-se notar que a viscosidade

dos géis na fase sol sdo semelhantes. A solucdo sem HU (Csl) apresenta uma viscosidade

levemente maior.
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Figura 5-24 - Gréfico da viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Cs1 (sem HU),
Cs4 (20 mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU) 24 horas ap6s a preparacao.

5.4.3.2 Ensaios realizados ap6s 30 horas da preparacao dos géis

Quando se observa a Figura 5-25, nota-se que a viscosidade de todas as solucfes
continuam semelhantes. Porém o gel Csl (sem HU) na fase sol teve uam amumeto de sua

viscosidade maior do que os outros géis com HU (Cs4 e Cs5) na fase sol.
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Figura 5-25 - Gréfico da viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Cs1 (sem HU),

Cs4 (20 mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU) 30 horas apés a preparacéo.
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5.4.3.3 .Ensaios realizados ap6s 40 horas da preparacao dos géis

A Figura 5-26 mostra que a viscosidade das trés amostras Csl (sem HU), Cs4
(20mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU), na fase sol, aumenta, sendo que Csl sofre um

aumento significante.
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Figura 5-26 - Grafico da viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Cs1 (sem HU),
Cs4 (20 mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU) 40 horas ap6s a preparacao.

5.4.3.4 Ensaios realizados ap06s 54 horas da preparacao do géis
A Figura 5-27 apresenta uma diminuicdo de viscosidade de todos os géis na fase sol,

resultado que se aproxima do teste de 24 horas, da Figura 5-24, com a amostra Csl (sem
HU), Cs4 (20mg/mL) e Cs5 (40mg/mL).
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Figura 5-27 - Gréfico de viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras Cs1 (sem HU),
Cs4 (20mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU) 54 horas ap0s a preparacéo.

A partir dos resultados acima, se observa que a viscosidade diminui com o aumento da
tensdo de cisalhamento e os géis com HU, na fase gel, sempre apresentam viscosidade menor

que o gel sem HU, na fase sol.

5.4.4 Perda de massa

Juntamente com o ensaio de viscosidade anteriormente descrito, foi realizado o ensaio
da perda de massa dos géis Csl (sem HU), Cs2 (0,49 mg/mL de HU) e Cs3 (0,98 mg/mL de
HU), a medida que o gel era aquecido e resfriado sucessivamente. A Figura 5-28 apresenta o
grafico de perda da massa das amostras de acordo com o tratamento dado. O gel sem HU
(Csl) perde maior quantidade de massa do que os géis com HU (Cs2 - 0,49g/mL de HU e Cs3
- 0,98 mg/mL de HU). O gel sem HU apresenta maior quantidade de solvente em sua
estrutura pelo fato de sua rede tridimensional ter maior poder de retengdo, como apresentado
nas considerages do ensaio de MEV, podendo explicar o comportamento descrito pelo
gréfico. A viscosidade aumenta com o tempo a medida que ha perda de agua.
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Figura 5-28 — Grafico da perda de massa pelas amostras Cs1 (sem HU), Cs2 (0,49mg/mL de

HU) e Cs3 (0,98mg/mL) durante os ensaios.
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5.5 Calorimetria exploratoria diferencial

5.5.1 Géis de colageno 6,7%

O termograma dos géis de colageno (C1, C2 e C3) esta representado na Figura 5-29,
apresentando uma ligeira diferenca entre os géis onde o gel sem HU (C1) apresenta maior

calor especifico. O resultado foi reprodutivel.
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Figura 5-29 - Calor especifico versus temperatura pelo método StepScan em géis de coladgeno

6,7% C1 (sem HU), C2 (20mg/mL) e C3 (40mg/mL).
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5.5.2 Geis de colageno 2,2%

Os resultados foram plotados em graficos comparando os géis Csl (sem HU) e Cs4
(20mg/mL de HU). A faixa da temperatura de trabalho foi de 19 a 40°C.

5.5.2.1 Ensaio apds 06 horas da preparacgdo dos géis

A Figura 5-30 apresenta 0 comportamento térmico do gel Cs1 (sem HU) e do gel Cs4

(20mg/mL de HU). O gel sem HU apresenta maior calor especifico.
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Figura 5-30 - Grafico do calor especifico versus temperatura dos géis Csl (sem HU) e Cs4

(20mg/mL de HU) apds 06 horas da preparacao dos géis.

5.5.2.2 Ensaio apds 30 horas da preparacgédo dos géis

A Figura 5-31 apresenta o resultado do ensaio repetido horas depois. O
comportamento térmico do gel Csl (sem HU) e do gel Cs4 (20mg/mL de HU) se manteve o
mesmo, com o gel Csl (sem HU) apresentando maior calor especifico. O Cp € menor em

ambas as amostras quando comparado ao ensaio anterior.
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Figura 5-31 - Gréfico do calor especifico versus temperatura dos géis Csl (sem HU) e Cs4
(20mg/mL de HU) ap6s 30 horas da preparacdo dos geis.

5.5.2.3 Ensaio apds 54 horas da preparacdo dos géis
A Figura 5-32 apresenta 0 comportamento térmico do gel Cs1 (sem HU) e do gel Cs4

(20mg/mL de HU). O gel Cs1 (sem HU) apresenta maior calor especifico. Nota-se que o calor

especifico de ambas amostras € menor que o ensaio anterior.
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Figura 5-32 - Grafico do calor especifico versus temperatura dos géis Csl (sem HU) e Cs4

(20mg/mL de HU) ap6s 54 horas da preparacdo dos geis.

5.5.2.4 Comparando 0s géis

A Figura 5-33 apresenta a diminuicdo de calor especifico do gel Csl (sem HU) em

funcgéo dos dias no ensaio de DSC.
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Figura 5-33 - Gréfico calor especifico versus temperatura do gel Csl (sem HU) de acordo
com os tempos de vida.

A Figura 5-34 apresenta a diminuicdo de calor especifico do gel Cs4 (20mg/mL de

HU) em fungdo dos dias, comportamento semelhante ao gel Cs1 (sem HU).
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Figura 5-34 - Grafico calor especifico versus temperatura do gel Cs4 (20mg/mL de HU) de

acordo com os tempos de vida.

O gel de coldgeno sem HU apresenta uma rede tridimensional mais organizada,
conseguindo reter mais solvente dentro da sua estrutura, como visto pela letra A da Figura 5-
12 do ensaio de MEV anteriormente descrito, portanto, essa amostra apresenta um maior calor
especifico. Os géis de colageno com adicdo de HU tem menor capacidade de retengdo de
solvente em suas estruturas mostradas nas letras B e C da Figura 5-12, apresenta, portanto, um
menor Cp.

Baseado na discussdo anterior, era de se esperar que o gel Cs5 (40mg/mL de HU)
apresentasse um calor especifico menor que o gel Cs4 (20mg/mL de HU) e consequentemente
menor que o gel Cs1 (sem HU). A Figura 5-35 apresenta a diferenca entre eles. Nota-se que
0s geis com HU, Cs4 (20mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU) possuem comportamento

semelhante, exceto por um declive no final da curva, cujo motivo é desconhecido.
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Figura 5-35 - Gréfico calor especifico versus temperatura dos géis Csl (sem HU), Cs4
(20mg/mL de HU) e Cs5 (40mg/mL de HU).

A diferenca entre os géis citada anteriormente foi valida somente para os géis Csl
(sem HU) e Cs4 (20mg/mL de HU). A Figura 5-36 apresenta um resultado incoerente
comparado com o anterior, onde o gel Cs5 (40mg/mL de HU) possui o maior Cp que 0s

outros géis.
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Figura 5-36 - Calor especifico versus temperatura pelo método StepScan DSC em géis de
colageno 2,2% sem HU (Cs1), com 20mg/mL HU (Cs4) e com 40mg/mL de HU (Cs5).

55.3 Gel 6,7% e gel 2,2%

Os géis que possuem maior concentracdo de solvente, geis de 2,2% de colageno,
apresentam mais ligacbes de hidrogénio, e consequentemente aumento das forcgas
intermoleculares. Ao fornecermos calor, hd& uma aumento da energia média das moléculas,
fazendo com que essas se movam mais rapidamente. Parte da energia fornecida é retirada
primeiro para quebrar essas ligacGes de hidrogénio e o restante para aumentar o movimento
molecular. Quando o solvente é absorvido pelo material, sua mobilidade fica restrita, 0 que
requer maior energia. Essa afirmacdo pode ser uma justificativa para a Figura 5-37 que
apresenta a diferenca entres os géis C1 e Csl (sem HU), onde C1 possui concentracdo de
colageno maior que o gel Csl (sem HU), aprisionando maior quantidade de solvente em sua

estrutura e consequentemente apresentando maior calor especifico.
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Figura 5-37 - Calor especifico versus temperatura pelo método StepScan DSC indicando as

diferencas entre o gel de colageno 6,7% (C1) e o gel 2,2% (Cs1).

5.5.4 Géis de hemoglobina bovina

Os géis de hemoglobinas bovina e suina apresentaram comportamento térmico
semelhante, porém diferente do comportamento dos géis de colageno. Na hemoglobina bovina
representada pela Figura 5-38, o gel que apresenta maior calor especifico é o gel com
concentracdo de HU de 40mg/mL (HVn3).
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Figura 5-38 - Calor especifico versus temperatura através do método StepScan DSC de géis
de hemoglobina bovina obtidos em solugdo de glutaraldeido 1% sem HU (HVnl), com
concentragdo de HU de 20mg/mL(HVn2) e com concentragdo de HU de 40mg/mL(HVn3).

5.5.5 Géis de hemoglobina suina
Para a hemoglobina suina, a diferenca entre o gel sem HU e o gel com concentracdo

igual a 40mg/mL (HSn3) foi minima comparada com a do gel de hemoglobina com

concentracgdo igual a 20mg/mL (HSn2), perfil mostrado na Figura 5-39.
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Figura 5-39 - Calor especifico versus temperatura através do método StepScan DSC de géis
de hemoglobina suina obtidos em solu¢do de glutaraldeido 1% sem HU (HSnl), com

concentragdo de HU de 20mg/mL (HSn2) e com concentra¢dao de HU de 40mg/mL (HSn3).

5.5.6 Diferenca entre os géis de hemoglobina bovina e suina

Uma vez que sdo géis com interacdes fisico-quimicas diferentes, gel fisico (géis de
colageno) e gel quimico (géis de hemoglobina), apresentam comportamento distintos. Na
Figura 5-40, € apresentada a comparacdo entre os géis de hemoglobinas bovina (HVnl) e
suina (HSn1) sem HU. A hemoglobina suina apresenta maior calor especifico, apresentando
maior capacidade de retencdo de liquido. Os valores dos géis HSn1 e HSn2 sdo muito

semelhantes.
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Figura 5-40 - Calor especifico versus temperatura pelo método StepScan DSC demonstrando
as diferencas entre os géis de hemoglobinas bovina e suina.

5.5.7 Géis de colageno e géis de hemoglobinas

Na Figura 5-4,1 foram comparados os géis de colageno 6,7% (C1), 2,2% (Csl), de
hemoglobina bovina (HVn1l) e de hemoglobina suina (HSn1), todos sem a presenca de HU. A
diferenca entre eles é devido a natureza dos geis. Os géis fisicos (C1 e Csl), apresentam calor
especifico maior que os géis quimicos (HVnl e HSnl), evidenciando que os géis fisicos

conseguem reter mais solvente.
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Figura 5-41 - Calor especifico versus temperatura através do método StepScan DSC de géis
de colageno 6,7% (C1) e 2,2% (Csl), géis de hemoglobina bovina (HVn1) e suina (HSn1) em

solucdo de glutaraldeido 1%.
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6. CONCLUSOES

O efeito despolimerizante da hidroxiuréia (HU) sobre os géis de colageno (gel fisico) e
géis de hemoglobina (gel quimico) foram evidenciados por varias técnicas experimentais.

As técnicas de microscopia indicaram a diferenca de estrutura entre os geis. A
microscopia Otica apresentou a dispersdo dos géis de hemoglobina a medida que a
concentracdo de HU aumentava. A microscopia eletrénica de varredura dos géis de
colageno revelou que a adicdo de HU resulta na desarticulacdo da rede tridimensional,
caracteristica do gel, que se desfaz. Com adi¢do de HU os géis de hemoglobina bovina e
suina apresentam ao MEV a microestrutura mais préxima de um sélido poroso.

Os ensaios reoldgicos indicaram que a adi¢cdo de HU nos géis com concentracao de
colageno de 2,2% m/v, reduziram o limite de escoamento. As amostras de gel fisico (gel
de colageno) tém intensa dinamica interna e modificaram sua microestrutura. Ap6s o
quinto dia de vida, o gel passa a ter comportamento indicado na literatura como de liquido
viscoso, diminuindo o limite de escoamento, diminuindo a sua rigidez com o tempo.

Na fase liquida estudada com auxilio de ensaios de viscosidade, 0s géis aumentaram a
viscosidade com o tempo. Com adicdo de HU h& uma diminuicdo da viscosidade,
evidenciando o efeito de despolimerizacdo da HU.

O ensaio de perda de massa indicou uma ligeira perda de massa dos géis de colageno
2,2% Cs1 (sem HU), Cs2 (0,49mg/mL) e Cs3 (0,98mg/mL), sendo que o gel sem HU teve
a maior porcentagem de perda. Esse resultados corroboram com os resultados do MEV,
onde ficou evidenciado que a rede tridimensional mais organizada facilita a volatilizacao
de solvente, caso do gel sem HU (Cs1).

Os ensaios de calorimetria exploratéria diferencial indicaram que entre o0s géis de
colageno, o calor especifico aumenta com a concentracdo de coldgeno. Com adicdo de
HU, o calor especifico diminui. Nos géis de hemoglobina bovina e suina com
concentracdo de HU igual a 20mg/mL, existe uma clara transicdo no intervalo de
temperatura de 20°C a 40°C. Os géis de concentragdo de HU igual & 40mg/mL ndo
apresentaram transicao pois a estrutura do gel foi desarticulada.

Pode-se inferir que a HU tem efeito na gelificacdo, sendo possivel admitir que esse

efeito também ocorra na polimerizagéo da hemoglobina HbS.

92



7. Sugestao para trabalhos futuros

A partir do presente trabalho sugere-se a ampliacdo com a realiza¢éo das seguintes etapas:

e Desenvolvimento de novos métodos de preparo de géis com maior aproveitamento da
amostra, pois ha uma quantidade consideravel de residuos ;

e Levantamento, selecdo e investigacdo de agentes gelificantes para compara-los com a
polimerizacdo da hemoglobina falciforme e de agentes anti-gelificantes para testar o
efeito despolimerizante sobre os géis;

e Preparacdo de géis de hemoglobina extraida de amostra de sangue de doadores e
pacientes;

e Determinacéo do calor especifico da hidroxiuréia;

e Prosseguimento da determinacdo, identificacdo e compreensdo das transicdes térmicas
de géis pelo ensaio de calorimetria exploratoria diferencial;

e Avaliacdo do efeito de gases (CO, e ar) em amostras de géis para compara-los com a
polimerizac&o de hemoglobina falciforme;

e Desenvolvimento de novas técnicas de preparo de amostras na fase gel para
microscopia Gtica e eletronica de varredura;

e Aperfeicoar a metodologia de ensaios de reologia para a investigacao de géis.
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INTRODUCTION

Sickle cell anemia (SCA) is an inherited blood disorder that
affects red blood cells (RBC). The sickle cell gene causes the
body to produce abnormal hemoglobin (HbS) which
polymerizes — in its deoxygenated state — generating
nanometric fibers which cause the gelification, consequently
red blood cells develop a sickle form!. These sickled red
blood cells can block blood vessels resulting in vaso-
occlusion, tissue and severe organ damage. The drug that
reduces the severity of sickle cell disease is hydroxyurea
(HU)22. Our hypothesis is that HU has an anti-gelling effect,
dissolving the HbS gel, and decreasing the vascular occlusion
risk. To investigate the anti-gelling action of HU we used
bovine collagen type | as the gelling agent, the thermal
analysis technique of modulated Step Scan DSC (SSDSC) to
analyze the effect of HU addition on the phase transitions of
the collagen gel and scanning electron microscope (SEM) to
reveal the differences between gel-morphologies.

OBJECTIVE
To investigate the anti gelling effect of HU on type | collagen

gels using differential scanning calorimetric (DSC) and
scanning electron microscopy(SEM).

MATERIALS AND METHOD
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Figure 1 - Diagram of sample preparation

Gels of type | collagen from bovine tendon were solubilized in a
solution of acetic acid 0,02M at least 1 hour at 60°C. The
mixture was centrifuged at 2500 rpm for 15 minutes and the
supernatant was collected. The solution pH was adjusted for
7.4. In such experiments, four parts of collagen solution was
mixed with one part of hydroxyurea. Step Scan DSC
experiments were carried out with temperature step 3°C,
heating rate in the temperature step 2°C min!, basic isotherm
duration of 60s with equilibrium criterion (= 0.05pW). Samples
of gels were fixed, dehydrated and dried using a protocol
suggested by Glauert, 19754,

RESULTS AND DISCUSSION

Géis de colageno

308 ——Gelde colipena- €1

Calor especifico (J /g x °C)

Temperatura ("C)

Figure 2 - SSDSC scan of collagen gels with and withcut HU in the interval 0°C to 40 °C.

..

Figure 3 — SEM 2D images of collagen gels alone(images. A,B and C) and with addition of
hydroxyurea (images D.E.F). Magnifications of top and bottom images are the same (A=D -
5000x, B=E-10000x and C=F - 20000x }

G H

Figure 4 — SEM 3D images of collagen gel (G) and collagen gel with addition of hydroxyurea (H).
Magnification 1000x.

The figure 2 displays the distinct behavior of gels with and without
HU as temperature increases. The collagen gel without hydroxyurea
holds more water inside his structure therefore presenting a higher
specific heat. The collagen gel with HU addition is much weaker on
holding water and therefore presents lower cp.

In figures 3 and 4, the SEM images 2D and 3D show the differences
of microstructure between gels with and without HU. The collagen
gel without HU presents a three-dimensional network top images
with random array of fibers allowing the entrapping of a large
volume of water solvent, therefore presenting a high Water Holding
Capacity (WHC). The structure of collagen gels with HU a looser
network structure compared to other gel presents less blanks and
resulting in reduced capacity to retain the solvent.
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Figura 9-1 - Poster apresentado no XII Encontro da Sociedade Brasileira de Materiais —

SBPMatl®l,
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Figura 9-2 - Carta convite para apresentacdao no VII Simposio Brasileiro de Doenca

Falciforme.

Salvador, 18 de Novembro de 2013,
Assunto: Convite

AJC: Antonlo Valadio Cardoso e Ellen Denlse Lopes Alves

Prezados,

De 20 a 23 de Novembro de 2013 estaremos realizando em no Centro de Convencies da

Bahia, em Salvador, o VIl Simpdsio Brasileiro de Doenca Falciforme.

Ma oportunidade estaremos organizando também a Tenda Maria Felipa, espago sociopoético
da EducacSc Popular em Salide, onde a temdtica da doenca falciforme continuard a ser
desenvolvida com outras linguagens e concepgbes.

Portanto wimos através desta convida-la a apresentar no espaco da Tenda Maria Felipa,
exposicdo sobre: “Gelatinizaglo e agentes antl-gelelficantes: um models para compreender a
gelelficaciio da Hb 5 & o efelto da hidroxluréla”, temdtica esta que muito nos interessa para a
discuss3o da doenca falciforme no SUS.

A data, da apresentacdo poderd ser no dia 21 de novernbro, &5 16:45h, por quinze minutos,
abrindo para o debate, numa mesa onde falaremso de cuidado integral e ahidroxiuréia vem
assumindo importante papel na melhora da condicdo de vida das pessoas com doenca
falciforme.

Grato

/ﬁﬂ‘ e e

Altair dos Santos Lira
Comissdo Organizadora

VIl Simpdsio Brasileiro de Doenca Falciforme

104



