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RESUMO

CESQUIM, M. G. Desenvolvimento de scaffolds de quitosana/gelatina/xerogel de
tanino-glutaraldeido para aplicacdo em engenharia de tecidos. 2023. 183 p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2023.

Os métodos convencionais de transplante possuem limita¢6es, como o risco de infeccGes e
rejeicdo. A engenharia de tecidos possui o propdésito de solucionar estes e outros problemas
através da simulacdo dos microambientes teciduais pelo uso de scaffolds. Os scaffolds séo
estruturas tridimensionais, produzidas a partir de biomateriais, que fornecem suporte para a
regeneracdo dos tecidos. Portanto, precisam dispor de algumas caracteristicas como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, resisténcia mecénica e porosidade compativel com
0 tecido de interesse. O presente trabalho visa o estudo do impacto da adicdo de particulas
de xerogel de tanino-glutaraldeido, assim como a varia¢do da concentracdo das espécies
envolvidas (quitosana, gelatina e glutaraldeido) nas propriedades dos scaffolds atraves das
andlises da capacidade de adsorcédo de proteinas, porosidade, dissolucdo e intumescimento.
Nos scaffolds de gelatina, ndo foi possivel avaliar o impacto da variacdo da concentracdo de
glutaraldeido nas propriedades dos scaffolds, devido a baixa estabilidade de todos os
materiais preparados, uma vez que as amostras degradaram durante a etapa de remocéo de
residuos de glutaraldeido ndo reagido. No entanto, a adi¢do de tanino aos scaffolds de
gelatina resultou na diminuicdo da taxa de degradacdo, dissolucédo e intumescimento. Foi
analisada a influéncia da concentracdo de glutaraldeido nas propriedades de scaffolds de
quitosana pura, sendo seu aumento responsavel pelas redugdes na taxa de intumescimento,
dissolucgdo, adsorcdo de proteinas e pelo aumento da porosidade dos scaffolds preparados.
Enquanto o aumento da concentracdo de quitosana nesses scaffolds foi responsavel pela
elevacdo da quantidade de proteinas adsorvidas, mas ndao impactou significativamente nas
propriedades de intumescimento, porosidade e dissolucdo dos materiais. No caso dos
scaffolds de quitosana/gelatina, 0 aumento da concentracdo de glutaraldeido ocasionou a
reducdo da quantidade de proteinas adsorvidas e da taxa de dissolucdo, bem como o aumento
da porosidade e da taxa de intumescimento. J& 0 aumento da concentracdo de gelatina foi
responsavel pela reducéo da adsorcao de proteinas, porosidade e taxa de dissolucdo, mas nao
possui efeito significativo na taxa de intumescimento. Os scaffolds sintetizados a partir de
gelatina/quitosana/xerogel tanino-glutaraldeido apresentaram taxas de porosidade,
intumescimento e dissolucdo adequadas para aplicacdo em engenharia de tecidos. Seu
grande diferencial foi o0 expressivo aumento da capacidade de adsorcao de proteinas, o que
demonstra seu elevado potencial de biocompatibilidade, uma vez que a biocompatibilidade
se refere a capacidade de um material de interagir de forma harmoniosa com os tecidos
biologicos, sem causar reagdes adversas ou toxicidade. Nesse contexto, um scaffold com alta
capacidade de adsorcdo de proteinas é capaz de atrair e interagir favoravelmente com as
proteinas presentes no ambiente bioldgico circundante.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos. Scaffold. Quitosana. Xerogel de tanino



ABSTRACT

CESQUIM, M. G. Development of chitosan/gelatin/tannin-glutaraldehyde scaffolds for
application in tissue engineering. 2023. 183 p. Dissertation (Master of Science) — Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2023.

Conventional transplantation methods have limitations, such as the risk of infections and
rejection. Tissue engineering has the purpose of solving these and other problems through
the simulation of tissue microenvironments through the use of scaffolds. Scaffolds are three-
dimensional structures, produced from biomaterials, that provide support for tissue
regeneration. Therefore, they need to have some characteristics such as: biocompatibility,
biodegradability, mechanical strength and porosity compatible with the tissue of interest.
The present work aims to study the impact of the addition of tannin-glutaraldehyde xerogel
particles, as well as the variation in the concentration of the species involved (chitosan,
gelatin and glutaraldehyde) on the properties of the scaffolds through the analysis of the
protein adsorption capacity, porosity , dissolution and swelling. In gelatin scaffolds, it was
not possible to evaluate the impact of varying glutaraldehyde concentration on the properties
of the scaffolds, due to the low stability of all prepared materials, since the samples degraded
during the step of removing unreacted glutaraldehyde residues. However, the addition of
tannin to gelatin scaffolds resulted in a decrease in the rate of degradation, dissolution and
swelling. The influence of glutaraldehyde concentration on the properties of pure chitosan
scaffolds was analyzed, and its increase was responsible for reductions in the rate of
swelling, dissolution, protein adsorption and for the increase in porosity of the prepared
scaffolds. While the increase in chitosan concentration in these scaffolds was responsible for
increasing the amount of adsorbed proteins, it did not significantly impact the swelling,
porosity and dissolution properties of the materials. In the case of chitosan/gelatin scaffolds,
the increase in glutaraldehyde concentration caused a reduction in the amount of adsorbed
proteins and in the dissolution rate, as well as an increase in porosity and swelling rate. The
increase in gelatin concentration was responsible for the reduction of protein adsorption,
porosity and dissolution rate, but did not have a significant effect on the swelling rate. The
scaffolds synthesized from gelatin/chitosan/tannin-glutaraldehyde xerogel showed adequate
porosity, swelling and dissolution rates for application in tissue engineering. Its great
differential was the significant increase in protein adsorption capacity, which demonstrates
its high potential for biocompatibility, since biocompatibility refers to the ability of a
material to harmoniously interact with biological tissues, without causing adverse reactions
or toxicity. In this context, a scaffold with a high protein adsorption capacity is able to attract
and interact favorably with proteins present in the surrounding biological environment.

Keywords: Tissue engineering. Scaffold. Chitosan. Tannin xerogel
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento no numero de transplantes nos Gltimos anos tem gerado um
desafio significativo para a industria médica, devido a discrepancia entre a demanda de
tecidos e orgédos por parte dos pacientes e a disponibilidade limitada de doadores. Diversas
estratégias tém sido investigadas com o objetivo de mitigar essa problematica, e um campo
promissor para lidar com a escassez de doadores em transplantes é a engenharia de tecidos
(MAADANI; DAVOODIAN; SALAHINEJAD, 2023). A engenharia de tecidos € um
campo interdisciplinar que abrange areas como medicina regenerativa, ciéncia, engenharia
de materiais e biologia celular. Seu objetivo principal é estimular a regeneracédo de tecidos
danificados, visando restaurar as fungdes corporais. Um dos componentes essenciais nessa
area sdo os scaffolds, que séo estruturas tridimensionais porosas utilizadas como suporte para
o crescimento celular. Os scaffolds promovem a adesao, proliferacdo e diferenciacdo de
células vivas, facilitando a regeneracao tecidual. Além disso, eles oferecem estabilidade e
resisténcia mecanica na regido lesionada. O desenvolvimento de scaffolds na engenharia de
tecidos deve levar em consideracdo a biologia do microambiente circundante da interface
entre o tecido e o scaffold. Essa interagdo determina aspectos como a composicao, estrutura,
funcbes e técnicas de fabricacdo do scaffold. Idealmente, os scaffolds devem ser
biocompativeis e biodegradaveis, apresentar porosidade adequada e interconectividade dos
poros, além de possuir estabilidade mecanica (ZHANG et al., 2023e). Para a fabricacéo de
scaffolds, sdo empregados biomateriais, que englobam uma variedade de materiais como

polimeros (sintéticos e naturais), metais e bioceramicas (PARIN, 2022).

A escolha do biomaterial na engenharia de tecidos depende do tecido ao qual se
destina. Diferentes tipos de biomateriais apresentam caracteristicas distintas que se adequam
as necessidades de regeneracdo de tecidos especificos (ELDEEB; SALAH; ELKASABGY,
2022). Por exemplo, para tecidos como a pele, que ndo requerem alta resisténcia mecanica,
os scaffolds podem ser confeccionados exclusivamente com polimeros naturais (SUAMTE
etal., 2023). No caso do tecido 6sseo, que precisa suportar cargas consideraveis, € necessario
um suporte mais resistente. Nesse sentido, € comum utilizar polimeros naturais em
combinagdo com materiais mais robustos, como polimeros sintéticos ou biocerdmicas. A
hidroxiapatita, encontrada naturalmente no 0sso, é uma bioceramica amplamente utilizada

na fabricacdo de scaffolds para o tecido 6sseo (FU et al., 2013). Além dos tecidos
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mencionados, a engenharia de tecidos também abrange uma variedade de outros tecidos,

como os cardiovasculares, nervosos, cartilaginosos, entre outros (DHANIA et al., 2022).

Dentre os polimeros naturais amplamente utilizados na engenharia de tecidos,
destacam-se a quitosana e a gelatina. A quitosana é um polissacarideo natural, policatiénico,
atoxico, derivado do processo de desacetilacdo alcalina da quitina. Possui propriedades
notaveis que a tornam atrativa para diversas aplicacbes no campo biomédico, como sua
biodegradabilidade, capacidade de cicatrizacdo de feridas, funcbes homeostaticas e
biofuncionalidade. Sua versatilidade permite a moldagem em diferentes formas, como géis,
filmes, micro ou nanomateriais, scaffolds, entre outros. Além de suas aplicacfes biomédicas,
a quitosana também encontra uso em outras areas, como detec¢do e remocdo de corantes e
em embalagens (BISWAL; PUROHIT; SWAIN, 2023). A gelatina é uma proteina
desnaturada obtida por meio da hidrélise alcalina ou acida do colédgeno derivado de fontes
animais. Sua gama de aplicacdo é ampla, estando presente em diversos setores, como
farmacéutico, cosmético e alimenticio (IRFAN et al., 2022). O interesse de aplicacdo da
gelatina no campo biomédico se deve a algumas de suas importantes propriedades como a
biodegradabilidade (EL-SEEDI et al., 2023), biocompatibilidade, baixa antigenicidade e alta
resisténcia a tracdo (MIRANDA et al., 2011). Tanto a quitosana quanto a gelatina sao
utilizadas na fabricacdo de scaffolds para diversos tecidos, como tecido 6sseo, cartilagem,
pele e tecido cardiovascular. Suas propriedades e caracteristicas as tornam adequadas para
promover a regeneracdo tecidual e melhorar as fungdes bioldgicas nos tecidos lesionados ou
danificados (RASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023; ZHANG et al., 2023b; KAZEMI ASL,;
RAHIMZADEGAN; OSTADRAHIMI, 2023; BHARATHI et al., 2022).

Apesar das vantagens das matérias-primas mencionadas, tanto a quitosana quanto a
gelatina possuem limitagcBes comuns aos polimeros naturais. Ambas apresentam resisténcia
mecanica relativamente fraca e uma taxa de degradacdo mais elevada em comparacdo a
materiais sintéticos. Além dessas limitacOes, a gelatina também apresenta baixa estabilidade
térmica, 0 que pode restringir sua aplicacdo em certas condi¢cdes de processamento e
armazenamento. Por outro lado, a quitosana produz scaffolds com menor porosidade e
absorcdo de &gua em comparacdo a alguns outros biomateriais (ABDIAN et al., 2023;
NASIRI et al., 2022; RASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023).

Uma estratégia para superar as limitacoes, especialmente em termos de propriedades
mecanicas e taxa de degradacdo, tanto da gelatina quanto da quitosana, € a inclusdo de um

agente reticulante. O glutaraldeido (Ga) é amplamente utilizado como agente reticulante para
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proteinas e polissacarideos. Sua capacidade de reticulacdo tem sido comprovada como uma
estratégia eficiente para melhorar as propriedades fisicas e quimicas de biomateriais. A
reticulacdo ocorre por meio da interacdo do glutaraldeido com grupos funcionais presentes
nas moléculas de diversos biomateriais, como aminas, hidroxilas, imidazois, tidis, entre
outros. Essa reacdo de reticulagdo promove a formacdo de ligacOes cruzadas entre as
macromoléculas, resultando em uma rede tridimensional mais estavel e resistente
(ALAVARSE et al., 2022). No entanto, é importante ressaltar que o glutaraldeido apresenta
alta citotoxicidade, o que restringe sua aplicacdo em scaffolds para engenharia de tecidos
(KRISHNAKUMAR et al., 2019).

Outra classe de materiais porosos, além dos scaffolds, sdo os géis de carbono. Porém,
sua aplicacdo ndo € direcionada para o campo biomeédico, mas sim para aplicacdes como
separagdo de gas (DAl et al., 2022), adsorcdo de poluentes em fases gasosas e liquidas
(CASTRO et al., 2021), isolante térmico, suporte catalitico, armazenamento de hidrogénio,
entre outros (REY-RAAP et al., 2016). Esses géis sdo fabricados por meio da
policondensacdo de um hidroxibenzeno com um aldeido, utilizando o carbonato de sodio
como catalisador (FATHY; RIZK; AWAD, 2016). Dependendo do método de secagem
empregado, 0s geis podem ser obtidos na forma de aerogel, criogel ou xerogel, através da
secagem supercritica, criogénica ou subcritica, respectivamente (CASTRO et al., 2021; DAI
et al., 2022). Os reagentes precursores mais comumente utilizados nesse processo sdo o
resorcinol (hidroxibenzeno) e o formaldeido (aldeido) (FATHY; RIZK; AWAD, 2016). No
entanto, esses precursores apresentam toxicidade e o resorcinol € relativamente caro. Como
alternativa, estdo sendo exploradas op¢des mais sustentaveis e viaveis economicamente,

como a utilizacdo de tanino em substitui¢do ao resorcinol (SZCZUREK et al., 2011).

O tanino é um composto polifenélico de baixo custo extraido de diversas partes de
plantas, que possui caracteristicas interessantes para 0 campo biomédico como as
propriedades anticancerigenas, antioxidantes, anti-inflamatérias, bactericidas e curativas
(ARISTRI et al., 2022). Embora os géis de carbono contendo tanino sejam amplamente
utilizados em diversos tipos de aplicacGes, (DAI et al., 2022), ainda ndo foram realizados
muitos estudos sobre sua aplicagdo na engenharia de tecidos, especialmente em associacéo

com scaffolds.

A combinacéo de scaffolds e géis de carbono apresenta um potencial interessante
devido as suas propriedades porosas (ZHANG et al., 2023e; DAI et al., 2022). Uma vez que

a porosidade dos materiais utilizados na regeneracdo de tecidos é uma caracteristica que
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desempenha um papel fundamental na proliferacdo celular, permeabilidade, transporte de
nutrientes e formacdo de vasos sanguineos, essenciais para 0 processo de regeneracao
tecidual (ZHANG et al., 2022). Além disso, 0 tanino possui propriedades vantajosas e
desejaveis que podem ser aplicadas na engenharia de tecidos, conforme mencionado
anteriormente (ARISTRI et al., 2022). Por fim, estudos indicam que a adi¢do de tanino a
biomateriais compostos pode melhorar suas propriedades mecanicas (ARISTRI et al., 2022)
e sabe-se que biomateriais a base de gelatina e quitosana, sdo conhecidos por suas
deficiéncias nesse aspecto (ASGHARI et al., 2022). Portanto, a incorporagdo do tanino nos
scaffolds pode ser uma estratégia interessante para aprimorar as propriedades desses
biomateriais (KRISHNAKUMAR et al., 2019).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos € a ciéncia que busca direcionar a regeneracao de tecidos
danificados por meio do uso de substitutos biolégicos. Seu objetivo é promover a
recuperacdo, manutencdo ou melhoria desses tecidos, aproveitando o potencial regenerativo
natural do préprio organismo para reconstruir suas estruturas complexas (ZHANG et al.,
2023a).

Quando 6rgéos ou tecidos do corpo perdem sua funcao devido fatores como doenca,
traumas ou envelhecimento, ha uma degeneracdo tecidual que impacta na qualidade de vida
dos pacientes. O método convencional para tratar e substituir 6rgaos e tecidos danificados
envolve o uso de enxertos. No entanto, complicacbes como infeccdo, hematoma na area
transplantada, rejeicdo do transplante pelo sistema imunolégico do hospedeiro
(HABIBZADEH et al., 2022), dependéncia vitalicia de imunossupressores e dano renal tém
contribuido para a limitacdo na aplicacao dessa abordagem. A alta demanda por transplantes
de 6rgdos e tecidos aliada a escassez de doadores tem levado os cientistas a considerarem
alternativas aos métodos tradicionais. Uma dessas alternativas é a engenharia de tecidos
(VARSHNEY; KUMAR; KAMBLE, 2023).

A engenharia de tecidos teve suas origens na década de 1970, quando o0s
pesquisadores Langer e Folkman realizaram estudos sobre a liberagdo controlada de drogas
utilizando polimeros, com o objetivo de inibir o crescimento de tumores. Este trabalho entdo
foi seguido por estudos na década seguinte, em diversos laboratérios ao redor do mundo,
que investigaram os efeitos da insercdo de células em substratos para analisar as interacdes
entre células e materiais, assim como o crescimento tecidual. Os resultados promissores
obtidos despertaram interesse na comunidade cientifica e estimularam a colaboragéo entre
diferentes campos de pesquisa, culminando no estabelecimento da engenharia de tecidos
como uma éarea interdisciplinar em pleno desenvolvimento (UQUILLAS; MORONI; DE
BOER, 2023).

Através do uso de estruturas de suporte (scaffolds), a engenharia de tecidos tem a

capacidade de simular as estruturas de tecidos (FICAI et al., 2016) proporcionando um
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ambiente adequado para as células e fatores de crescimento, resultando na formacéo de
novos tecidos. Os scaffolds séo sintetizados a partir de biomateriais, os quais devem ser
biocompativeis e biodegradaveis. A escolha do biomaterial deve estar em consonancia com
as propriedades do tecido que sera aplicado (PRAMANIK et al., 2023).

Embora os materiais disponiveis atualmente possam sobreviver no corpo e estimular
a proliferacdo celular, ainda ha uma diferenca entre as matrizes poliméricas produzidas e 0s
tecidos humanos. Isso ocorre devido a complexidade e ao dinamismo dos tecidos, o que
torna dificil replica-los. Portanto, é necessario definir claramente os materiais utilizados,
suas aplicacdes e os melhores pontos de desempenho, além de um design mais complexo em
nivel micro para sintetizar dispositivos mais semelhantes aos tecidos hospedeiros a que se
destinam (BAO et al., 2023).

A engenharia de tecidos € um campo abrangente, sua aplicacdo se estende para
variados tipos de tecidos, tais como: tecido 6sseo, tecido cartilaginoso, tecido cutaneo e
tecido cardiovascular (DHANIA et al., 2022). Os tdpicos a seguir exploram algumas das

aplicagdes especificas da engenharia de tecidos com mais detalhes.

2.1.1 Engenharia de tecidos 6sseos

A engenharia de tecidos 6sseos é um campo interdisciplinar que tem como objetivo
corrigir e substituir tecido ésseo danificado (EREZUMA et al., 2023). Depois do sangue 0
0ss0 é o material mais transplantado do mundo (ARJUNAN et al., 2022). Metade das
doencas cronicas em pessoas com mais de 50 anos sdo atribuidas a problemas dsseos e suas
consequéncias. Defeitos ou lesdes dsseas, causados por fatores como idade, acidentes,
fraturas ndo consolidadas, tumores, entre outros, representam desafios enfrentados pela

ortopedia e tém um impacto significativo na qualidade de vida do paciente (QU et al., 2019).

O tecido 6sseo &€ um tipo especializado de tecido conjuntivo (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013), responsavel por varias fungdes no organismo. Ele atua como suporte
para os musculos esqueléticos, oferece protecdo aos 6rgdos, desempenha um papel na
hematopoese e funciona como reservatério de minerais (THOMPSON, 2012). Além disso,
0 tecido 0sseo abriga e protege a medula 0ssea, além de ter um papel na absorcao de toxinas
e metais pesados, prevenindo danos ao organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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O tecido 6sseo € composto por uma combinacdo de matéria organica e inorganica.
Os componentes inorganicos sdo principalmente fosfatos de célcio, especialmente na forma
hidroxiapatita (HA) (PERIC KACAREVIC et al., 2019). A HA desempenha um papel
crucial em varias atividades metabdlicas (YOU et al., 2022), e apresenta alta dureza e
excelentes propriedades osteocondutoras (COELHO et al., 2020). J& a matéria orgénica
corresponde a cerca de 40% da composicdo Gssea e consiste principalmente em coladgeno
(98%), proteoglicanos e proteinas ndo colagenas, enquanto as células, como osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos, representam o restante (THOMPSON, 2012). E a componente

organica que confere ao 0sso suas propriedades elasticas e flexibilidade (YOU et al., 2022).

Embora o tecido 6sseo possua capacidade de autorregeneracao, lesGes que excedem
0 dobro do didmetro do osso comprometido podem resultar na formacéo de tecido cicatricial,
requerendo intervencdo médica (MAIA et al., 2022). Em casos de fratura, o tecido dsseo
perde sua estabilidade mecénica, assim, é crucial iniciar prontamente e de forma adequada a
intervencao para promover a consolidacao 6ssea, visando facilitar uma recuperacao eficiente
do tecido e restabelecer sua estabilidade mecanica (LI; KACENA; STOCUM, 2019).

A consolidacdo Gssea é um processo complexo que ocorre em estagios sucessivos
(CHOW et al., 2022). Ele compreende uma fase inflamatoria, uma fase de reparo e uma fase
de remodelacdo (VOLLER et al., 2022). Durante a fase inflamatdria, ocorre a formacéao de
um hematoma e a liberacdo de citocinas por células inflamatorias, estimulando a migracao
celular e o fluxo sanguineo na regido da fratura. Os osteoclastos desempenham um papel
crucial na reabsorcdo dos fragmentos 6sseos. Essa fase se inicia imediatamente apos a
fratura, intensifica-se ap0s vinte e quatro horas e persiste por até sete dias (CHEN et al.,
2020). Na fase de reparo, as células-tronco mesenquimais (CTMs) se diferenciam em
osteoblastos e iniciam a formagdo do novo tecido 6sseo. Nesse estagio, ocorre a formacéo
do calo dsseo, que pode ocorrer por ossificacdo intramembranosa ou endocondral. O calo
0sseo é uma estrutura temporéaria que une as partes fraturadas e proporciona estabilidade
durante o processo de cicatrizacdo. Na ultima fase, ocorre a remodelagdo do calo 6sseo
através da atividade dos osteoclastos e osteoblastos. Os osteoclastos reabsorvem a matriz
Ossea existente, enquanto os osteoblastos sintetizam e depositam nova matriz dssea,
resultando na remodelacdo gradual e no fortalecimento do osso fraturado (VOLLER et al.,
2022).

Alguns dos métodos atualmente empregados no tratamento de fraturas dsseas

incluem autoenxerto, aloenxerto e substitutos sintéticos (MAIA et al., 2022). O autoenxerto
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6sseo € considerado o padrdo-ouro atual, porém apresenta desvantagens, como
disponibilidade limitada do material, reabsor¢do variavel, risco de danos na area doadora,
baixo indice de sucesso em determinadas regifes e a necessidade de mdultiplas intervencgdes
cirurgicas. Em contraste, o aloenxerto 6sseo possui disponibilidade substancialmente maior
de material, mas apresenta desvantagens, como risco de transmissdo de doencas e
possibilidade de rejeicdo. J& os materiais sintéticos, como os implantes metalicos utilizados
em proteses articulares, placas e parafusos, sao aplicados para fornecer suporte mecanico e
estrutural em certos casos. No entanto, eles também apresentam desvantagens, como alta
rigidez, risco de fratura e infeccdo, fadiga, falta de integragdo com o tecido hospedeiro e
possibilidade de extrusdo (ARJUNAN et al., 2022).

A regeneracdo 0ssea na engenharia de tecidos utiliza scaffolds para estimular o
crescimento de novos tecidos dsseos (LIU et al., 2017). Esses scaffolds sdo estruturas
projetadas para reproduzir a matriz extracelular e a estrutura dssea (QU et al., 2019).
Portanto, é essencial que esses scaffolds possuam porosidade, composicdo e propriedades
mecanicas semelhantes as do osso natural (SAGADEVAN et al., 2023). Seu principal
objetivo é promover adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular para facilitar a regeneracao
6ssea (QU et al., 2019).

2.1.2 Engenharia de tecidos cartilaginosos

A engenharia de tecidos cartilaginosos € o ramo da engenharia de tecidos que se
dedica a criacdo de materiais analogos a cartilagem (scaffolds) com o objetivo de substitui-
la e estimular sua reparacdo em casos de lesdo (XU et al., 2022c). Todos os anos, milhdes
de pessoas sofrem com disfungdes da cartilagem, resultando na diminuicdo de sua qualidade
de vida (GHADIRIAN; KARBASI, 2023). As lesGes articulares podem ser resultado de
trauma, degeneragdo ou doencas, ocasionando a perda de sua estrutura e funcoes (ZHU et
al., 2022). Até a degradacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) da cartilagem,
as lesdes sdo assintomaticas, dificultando ainda mais o tratamento (NAJAFI et al., 2023).
Cirurgia, autoenxertos, aloenxertos e substituicdo articular, sdo algumas das técnicas
utilizadas para tratar as lesdes na cartilagem, mas esses procedimentos tradicionais se
mostram ineficazes (GHADIRIAN; KARBASI, 2023).
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O tecido cartilaginoso € responsavel por absorver impactos, reduzir o atrito entre os
0ssos e fornecer suporte aos tecidos moles JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ZHANG et
al., 2023a). E um tipo de tecido conjuntivo envolto pelo pericondrio, com excecao da regiéo
articular (SANCHO-TELLO et al., 2019). E constituido principalmente por condrdcitos e
matriz extracelular (SENOL; OZER, 2020). O pericondrio ¢ um tecido fibroso e denso que
reveste a maior parte das superficies cartilaginosas, composto por colageno tipo I. Ele possui
a capacidade de proteger a cartilagem de lesdes, além de contribuir para suas propriedades
mecanicas e facilitar a condrogénese (SUN et al., 2021). Devido a essa ultima caracteristica,
o transplante de pericondrio é uma alternativa para a reconstrucao de superficies articulares
(DOU et al., 2021). Os condrdcitos, as unicas celulas presentes na cartilagem, derivados de
células-tronco mesenquimais, sdo responsaveis por secretarem diversos componentes da
MEC (SANCHO-TELLO et al., 2019).

O autorreparo do tecido cartilaginoso é limitado devido ao baixo nimero de células
e suas caracteristicas avasculares, aneurais e alinfaticas, que dificultam o acesso aos
nutrientes (WEI et al., 2021). As doencas relacionadas a cartilagem normalmente estdo
associadas a ocorréncia de traumas, acidentes e doengas autoimunes e degenerativas, como
artrite reumatoide e osteoartrite (LEITE PEREIRA; LAMGHARI; SARMENTO, 2022).
Cartilagens quando lesionadas, apresentam deteriora¢do de suas caracteristicas de suporte
de carga, o que a torna mais suscetivel ao desgaste, além de uma possivel resposta
inflamatoria, que elevam os niveis de citocinas sinoviais que agrava a degradacdo e dano ao
tecido (PATEL et al., 2019).

As opclOes terapéuticas para doencas degenerativas e traumaticas da cartilagem
envolvem varias abordagens. A gestdo dos sintomas pode ser alcancada por meio da
administracdo de analgésicos e, especialmente em articulagdes, por meio da aplicacéo intra-
articular de corticosteroides, acido hialurénico ou plasma rico em plaquetas. Intervencées
cirurgicas, como implantes de proteses, aloenxertos e autoenxertos, também sdo
consideradas. Alem disso, a medicina regenerativa desempenha um papel importante,
incluindo a implantacéo de condrocitos autdlogos ou produtos de implantagéo de condrdcitos
aut6logos induzidos por matriz (LEITE PEREIRA; LAMGHARI; SARMENTO, 2022).

A abordagem cirurgica € largamente utilizada para tratamento de danos cartilaginoso,
especialmente em defeitos condrais, poréem, apresenta limitacdes, principalmente a longo
prazo (FAZAL; LATIEF, 2018; PATEL et al., 2019). A engenharia de tecidos representa

uma alternativa para o tratamento de lesdes cartilaginosas. No entanto, sua aplicagdo é
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limitada por questdes relacionadas a imunogenicidade, estabilidade, resisténcia mecanica,
entre outras. Um dos principais desafios reside na reproducdo precisa do microambiente
biomecanico dos condrocitos, o que afeta negativamente sua viabilidade e eficacia clinica
(XU et al., 2022c).

2.1.3 Engenharia de tecidos cutaneos

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, com superficie aproximada variando entre
1,5 e 2 m2 e correspondendo a 16% de massa corporal total de um adulto (MCKNIGHT,;
SHAH; HARGEST, 2022; PLOTCZYK; HIGGINS, 2019; XU et al., 2022b). Dentre suas
funcBes, se encontram a protecdo contra microorganismos, termorregulacao,
armazenamento de agua, tato, sintese de vitamina D, etc (MCKNIGHT; SHAH; HARGEST,
2022). Ela esta suscetivel a diversas doengas como cancer, sendo o de pele o que mais
incidente em humanos (HUANG; DING; RASHID SHEYKHAHMAD, 2023) e doencas
crbnicas como dermatite atopica, acne vulgaris, psoriase, vitiligo, alopecia areata,
hidradenite, entre outras (CHRISTENSEN; JAFFERANY, 2023). A pele também é
suscetivel a danos como queimaduras, sendo sua ocorréncia o quarto tipo de trauma mais
frequente (KHALILIMOFRAD et al., 2023). Em algumas situac¢des, os danos causados na
pele sdo tdo extensos que € necessario realizar o transplante desse tecido, mas devido a
quantidade limitada de pele disponivel, este recurso ndo € tdo explorado (PEIFEN et al.,
2023). Além disso, os transplantes convencionais apresentam riscos de rejei¢ao, transmissao
de infecgdes, necessidade de cirurgia adicional para retirada do tecido doador. Nesses casos,
a utilizacdo de scaffolds pode ser uma alternativa viavel para o tratamento de pacientes
lesionados, uma vez que promove a regeneracao do tecido danificado (PEIFEN et al., 2023;
MADNI et al., 2021). O gerenciamento de feridas profundas e extensas representa um dos
desafios mais complexos no campo médico. Para alcancar uma cicatrizagdo rapida e eficiente
da lesdo dérmica, bem como restaurar a funcdo de barreira e a integridade da pele, é
necessario realizar uma abordagem inicial adequada. A aplicagdo de técnicas de engenharia
e regeneracdo de tecido cutaneo se mostra uma solucdo econdmica e de fécil utilizacdo na
criacdo de enxertos de pele sintéticos ou modificados, que podem ser empregados para tratar
tanto feridas cutaneas agudas quanto cronicas (ASGHARI et al., 2022).
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A pele em sua estrutura é composta pela epiderme, derme e tecidos subcutaneos
(ZHANG et al., 2022). A epiderme € a camada mais externa da pele e é constituida por
quatro camadas: estrato basal, estrato espinhoso, estrado granuloso e estrato corneo. A regido
palmoplantar apresenta, além das camadas citadas, mais uma camada (estrato lGcido)
localizada entre o estrato granuloso e corneo. A epiderme é composta por diversos tipos de
celulas, tais como os queratindcitos, melandcitos, celulas de Langerhans e células de Merkel
(PLOTCZYK; HIGGINS, 2019). No entanto, a principal célula da epiderme é o
queratindcito, responsavel pela formacdo das camadas (ou estratos), através da sua
diferenciagdo progressiva no processo de queratinizagdo (IMAHARA; KLEIN, 2009). Os
melandcitos sdo responsaveis por produzirem melanina, determinando a pigmentagdo da
pele (MOHAMED; HARGEST, 2022). Ja as células de Langerhans atuam como células
apresentadoras de antigenos, promovendo a resposta imune (MCKNIGHT; SHAH;
HARGEST, 2022). Por fim, as células de Merkel sdo mecanorreceptores responsaveis pela
sensibilidade tatil e estdo localizadas majoritariamente na camada basal (BOULANGER;
LENORMAND, 2018). A membrana basal, situada entre a epiderme e a derme (TZU; LI,
MARINKOVICH, 2005), forma uma interface adesiva entre as células destas duas camadas,
atuando como barreira de permeabilidade, além de participar da diferenciagéo celular (KO;
MARINKOVICH, 2010).

A derme, localizada entre a epiderme e a hipoderme, é a camada da pele que promove
suas caracteristicas de durabilidade, forca e flexibilidade, sendo constituida
predominantemente por tecido conjuntivo (MOHAMED; HARGEST, 2022). A principal
célula da derme ¢é o fibroblasto, responsavel por sintetizar varios tipos de colageno
(principalmente tipos | e I11) e outros compostos da matriz extracelular. A derme também
conta com foliculos pilosos, nervos, vasos sanguineos, glandulas sudoriparas e sebaceas
(STOJIC et al., 2019). Os fibroblastos estdo presentes na pele e na maioria dos tecidos e
6rgdos do corpo, sendo o principal componente do tecido conjuntivo (WLASCHEK et al.,
2021). Além da sintese de colageno e producdo da matriz extracelular, atuam também na
cicatrizacdo de feridas e reparacdo de tecidos (MASCHARAK; DESJARDINS-PARK;
LONGAKER, 2020).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, sendo constituida majoritariamente
de tecido conjuntivo adiposo e, em algumas partes, de laminas finas de masculo. Ela é
responsavel pelo movimento da pele sobre os tecidos adjacentes e 0 amortecimento contra

traumas. A hipoderme é dotada de uma camada de componente gorduroso, que atua no
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isolamento e reservatorio metabolico, repleto de células-tronco adultas, que podem se
converter em outros tipos de células (CARLSON, 2019).

A pele é um 6rgdo que possui capacidade regenerativa. Quando lesionada, diversos
eventos fisioldgicos iniciam imediatamente para reaver sua integridade e funcdo, combater
infeccdes e remover detritos celulares (PLOTCZYK; HIGGINS, 2019). A regeneracdo da
pele pode ser dividia em trés fases: hemostasia e resposta inflamatoria, estagio de
proliferacdo e estagio de remodelacdo (PAN; ZHANG; GAO, 2021). Apos a lesdo da pele,
rapidamente as células imunes comecam uma resposta inflamatéria na regido da ferida
(SCHREMENTI; CHEN; DIPIETRO, 2018), este processo se inicia com a homeostasia.
Para que ndo ocorra intensa perda de sangue, durante a homeostasia, 0s vasos sanguineos
proximos da lesdo sdo submetidos a vasoconstricdo e ocorre um acumulo de plaguetas para
formar um tampéo, denominado trombo. A fase inflamatoria € caracterizada pela infiltracdo
de células imunes, primeiramente os neutrofilos seguidos pelos macréfagos para neutralizar
microrganismos e absorver detritos (LOO et al., 2022). A fase de proliferacdo se inicia 24 a
48 h apos a lesdo, € marcada pela acdo dos fibroblastos, que se proliferam e sintetizam
componentes da matriz extracelular, como colageno tipo Ill, &cido hialurdnico e
fibronectina, convertendo o codgulo em um novo tecido conjuntivo (CASTANO et al.,
2018). Durante essa fase, ocorrem processos como angiogénese, reepitelizacdo e formacao
do tecido de granulacdo (NAZARNEZHAD; KARGOZAR; HAMBLIN, 2022). A etapa de
remodelacéo, pode se estender por meses ou anos, e compreende no amadurecimento do
tecido cuténeo subjacente juntamente com a formacdao de cicatrizes. Nesta etapa o colageno
tipo 11l é substituido pelo colageno tipo I, ocorrendo a degradacdo de componentes
desnecessario da MEC (LOO et al.,, 2022), e os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos, ocasionando a contracdo da ferida, por fim, a vasculatura recente do tecido
de granulacdo regride e o tecido cicatricial é formado (NAZARNEZHAD; KARGOZAR,;
HAMBLIN, 2022).

Com base no tipo de leséo, diferentes tipos de curativos podem ser utilizados, tais
como gaze, bandagens e algoddo, que foram recentemente modificados com o objetivo de
proteger a area da ferida contra microrganismos contaminantes. No entanto, as propriedades
aderentes dos curativos convencionais podem resultar no descolamento da regido lesionada,
causando uma complicacdo grave e dolorosa. Além disso, ha uma limitacdo na sua
aplicabilidade, restringindo-se apenas a feridas ndo infectadas com condi¢cdes moderadas de

exsudato. Por outro lado, curativos funcionais para feridas, como scaffolds, sdo capazes de
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superar as limitagdes e desvantagens dos métodos tradicionais. Esses curativos funcionais
empregam agentes terapéuticos especificos ou materiais bioativos, como agentes
microbianos, fatores de crescimento e enzimas, a fim de proteger a ferida contra infecg0es,
estimular a proliferacdo celular, promover o aumento da funcao proteolitica e auxiliar na
eliminacdo de tecidos mortos (ASGHARI et al., 2022).

2.1.4 Engenharia de tecido cardiovascular

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de mortalidade em nivel
global. Embora abordagens terapéuticas cirurgicas e celulares tenham sido utilizadas para
tratar essas doencas, elas apresentam desafios significativos, como alto risco de rejeicdo e
alteracdes indesejadas na estrutura corporal. Além disso, o musculo cardiaco tem uma
capacidade limitada de autorreparo devido ao baixo potencial de regeneracdo dos
cardiomiocitos (MOMBINI et al., 2019).

O coracgdo é essencial para a manutencdo do equilibrio do organismo. O tecido
muscular cardiaco, conhecido como miocardio, representa a maior parte da massa cardiaca
e é responsavel pela funcdo de bombeamento. No entanto, o infarto do miocérdio é uma
complicacdo comum das doencas cardiacas, ocorrendo quando as principais artérias
coronarias estdo obstruidas, reduzindo o suprimento de sangue para o musculo cardiaco. I1sso
leva & morte das células musculares cardiacas, denominadas cardiomidcitos. O miocéardio
sofre lesdes irreversiveis em um curto periodo de tempo devido a falta de oxigénio e
nutrientes. Ao longo do tempo, a parede do ventriculo infartado se torna fragil e dilatada,

comprometendo a funcdo de bombeamento do coracdo (CHEN; COHEN, 2023).

Recentemente, novas abordagens tém surgido no campo da reparacdo de defeitos
cardiovasculares, como a implantacdo de células terapéuticas, o uso de biomateriais e a
aplicacdo de patches cardiacos. A engenharia de tecidos cardiovasculares tem sido explorada
nas ultimas décadas com a finalidade de desenvolver tecido cardiaco funcional (MOMBINI
et al., 2019). Porém, ainda existem desafios significativos devido a complexa arquitetura do
coragdo, apesar dos avancos realizados. Esse processo envolve uma serie de variaveis, tais
como a selecdo de materiais adequados e sua composicdo, diversos fatores séo levados em
consideracdo, como a selecdo de materiais apropriados e sua composi¢do, métodos e

condicdes de fabricacdo, escolha do tipo de célula adequada, além das propriedades fisicas,
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entre outros (RAFIEYAN et al., 2023). Apesar dos desafios, a engenharia de tecidos
cardiovasculares busca supera-los, oferecendo alternativas promissoras para o tratamento de

doencas cardiacas e a inducéo da regeneracao do tecido cardiaco (MOMBINI et al., 2019).

2.2 Scaffolds

Scaffolds sdo uma parte fundamental na engenharia de tecidos (MIRMUSAVI,
AHMADIAN; KARBASI, 2022), uma vez que sdo estruturas tridimensionais de suporte que
mimetizam as propriedades e fungdes de tecidos bioldgicos, permitindo o desenvolvimento
das células (VARSHNEY; KUMAR; KAMBLE, 2023), através da adesao, proliferacdo e
migracdo celular, levando a formacéo de novos tecidos (DHANIA et al., 2022). Podem ser
classificados de acordo com sua origem em derivados naturais (polimeros naturais),
derivados sintéticos (polimeros sintéticos) e acelulares/descelularizados (originados de
tecidos humanos ou animais tratados para eliminar células e antigenos, mas preservando sua
estrutura) (SOMUNCU et al., 2019).

2.2.1 Propriedades dos scaffolds

Um scaffold deve ter caracteristicas como estrutura tridimensional,
biocompatibilidade (DHANIA et al., 2022), bioatividade, porosidade, degradabilidade e
resisténcia mecanica (BHARATHI et al., 2022).

A porosidade é uma propriedade dos materiais que indica a proporcdo de espacgos ndo
preenchidos em relacdo ao volume total do material (LIU; LU; ZHAI, 2022). O método de
fabricacdo do suporte (scaffold) tem um impacto direto nessa propriedade. Diferentes
métodos, como lixiviacao de sal, gas foaming, separacao de fases, liofilizacdo e sinterizacdo,
sdo utilizados para fabricar scaffolds com porosidade controlada (KARAGEORGIOU;
KAPLAN, 2005). Além da porosidade, o tamanho e a interconexdo destes poros sao
caracteristicas importantes. Na regeneracdo tecidual o tamanho dos poros impacta o
crescimento celular. Assim, o tamanho inadequado de poros interfere na permeabilidade
celular, limitando o transporte de nutrientes, e de residuos metabdlicos, impedindo a

formacédo de vasos sanguineos. Em scaffolds utilizados para regeneracdo da pele, a altae a
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baixa porosidade dos scaffolds contribuem para adesdo, difusdo e proliferacdo dos
fibroblastos, mas somente a alta porosidade fornece o ambiente necessario para a migracéo
e infiltracdo celular, porém, a porosidade excessiva prejudica as propriedades mecanicas do
scaffolds, sendo necessario um equilibrio entre os extremos (GHAFARI et al., 2022).
Existem varios métodos utilizados para determinar a porosidade e o tamanho dos poros em
scaffolds. A porosidade total pode ser medida por gravimetria, enquanto a porosidade e 0
tamanho dos poros podem ser determinados por meio de porosimetria de intrusdo de
mercurio. A porosidade aberta pode ser avaliada pelo método de deslocamento liquido. Além
disso, imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) séo frequentemente utilizadas
para medir a porosidade e, mais especificamente, os tamanhos dos poros, com o auxilio de
softwares de computador para analise de imagem (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

A resisténcia mecanica de um scaffold determina se o material suportara a carga que
serd submetido (KANWAR; VIJAYAVENKATARAMAN, 2021). A propriedade mecénica
é uma caracteristica fundamental dos materiais, pois desempenha um papel crucial no auxilio
da selecdo de cenarios de aplicacdo, definicdo de parametros e no desenvolvimento desses
materiais. Essa propriedade é influenciada por diversos fatores, incluindo a composic¢do do
material, 0 método de processamento utilizado e a microestrutura resultante (SONG et al.,
2023). Geralmente, as propriedades mecanicas dos materiais sao avaliadas por meio de testes
de compressdo em equipamentos especificos, que sdo amplamente utilizados como método
padrdo para medicdo de dureza. Esses testes permitem determinar importantes propriedades
mecénicas, tais como modulo de elasticidade, resisténcia a flexdo, tenséo de fratura, entre
outras (PATRA; PANDEY, 2022).

Biocompatibilidade é a caracteristica dos scaffolds que diz respeito a suas
propriedades anti-inflamatérias e a auséncia de resposta imune prejudicial (REVATI et al.,
2022), portanto, um scaffold biocompativel interage com o organismo sem acarretar efeitos
toxicos ou inflamatérios (MIRMUSAVI; AHMADIAN; KARBASI, 2022). Desde a
primeira implantagdo de biomateriais no corpo humano, ficou evidente que ocorrem
interacdes entre esses materiais e o sistema corporal, 0 que tem um impacto significativo na
capacidade do material de desempenhar adequadamente sua fungdo dentro de um periodo de
tempo desejado. As caracteristicas dessas interagGes variam de uma situagdo para outra. No
entanto, € amplamente aceito que um biomaterial deve agir ativamente no ambiente em que
esta inserido, em vez de simplesmente existir. Além disso, deve proporcionar a resposta mais

apropriada para a aplicagéo especifica a que se destina, levando sempre em consideracéo o
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contexto dessa aplicacdo para determinar sua biocompatibilidade. Esse ultimo ponto é de
extrema importancia, pois a biocompatibilidade de um determinado material varia de acordo
com a situacdo em que é utilizado. A biocompatibilidade ¢ mais uma caracteristica de um
sistema material-tecido do que uma propriedade intrinseca de um material especifico. No
entanto, é valido ressaltar que alguns materiais sdo naturalmente mais biocompativeis do que
outros (WILLIAMS, 2012).

A bioatividade é a capacidade de um material desencadear uma resposta bioldgica
especifica na interface com os tecidos, resultando na formacdo de uma ligacdo entre os
tecidos e o material. A medida da bioatividade pode ser realizada através da taxa de
desenvolvimento da ligacdo interfacial (CAO; HENCH, 1996). A bioatividade envolve uma
série de eventos bioldgicos que estdo intimamente relacionados as caracteristicas dos
biomateriais. Esses processos contribuem para o desempenho dos sistemas bioldgicos e
podem ser identificados como parcialmente responsaveis pelo desempenho de um
biomaterial. Quando se busca investigar a atividade clinica benéfica dos materiais bioativos,
uma abordagem apropriada é iniciar com o0s mecanismos fundamentais associados as
caracteristicas biologicas inerentes dos tecidos e/ou células-alvo, e em seguida, identificar
possiveis maneiras pelas quais o biomaterial pode influenciar essas caracteristicas
(WILLIAMS, 2022).

A degradacgéo do scaffold precisa ocorrer em uma taxa equivalente a formacéo do
novo tecido, para que ndo cause efeitos adversos no organismo (MIRMUSAVI,
AHMADIAN; KARBASI, 2022). Se a taxa de degradacdo de um scaffold for elevada, sua
estrutura porosa pode colapsar, resultando na obstrucdo da transferéncia de massa e na
necrose do tecido. Por outro lado, uma taxa de degradacdo baixa pode dificultar a
regeneracdo tecidual, levando a formacéo de capsulas fibrosas e falta de integracdo adequada
do scaffold com o tecido hospedeiro. Portanto, a cinética de degradacdo do scaffold
desempenha um papel crucial na regeneragéo tecidual. A degradacdo dos scaffolds envolve
diversos mecanismos complexos que sdo influenciados por fatores bioquimicos, fisicos,
geométricos e mecanicos. Essa complexidade decorre do fato de que a
degradacéo/reabsorcao segue uma cinética Gnica em cada paciente, devido as caracteristicas
especificas de suas matrizes extracelulares e tipos celulares envolvidos. Fatores como idade,
condicdo nutricional, doencas subjacentes, estilo de vida, sexo e outros fatores relacionados
podem influenciar a capacidade regenerativa dos pacientes e, consequentemente, a taxa de

degradacdo necessaria do scaffold. No entanto, é possivel manipular a taxa de degradacao
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do scaffold por meio de ajustes na composicdo do material, modificacbes ambientais,
métodos de fabricacdo, design da estrutura do scaffold e caracteristicas da superficie
(TAJVAR; HADJIZADEH; SAMANDARI, 2023).

2.2.2 Materiais utilizados na fabricacéo de scaffolds

Os biomateriais implantaveis ndo degradaveis in vivo podem levar a uma resposta
inflamatdria do organismo, comprometendo o procedimento (Sl et al., 2019), devido a isso
os scaffolds normalmente sdo fabricados com biomateriais degradaveis que podem ser
sintéticos, naturais ou hibridos (SERRANO-AROCA et al., 2022).

Celulose, quitosana, acido hialurdnico, amido, alginato, elastina, colageno, gelatina,
seda, queratina sdo alguns dos polimeros naturais utilizados na fabricacdo de scaffolds,
dentre suas vantagens estdo sua biocompatibilidade, facil disponibilidade, valores acessiveis
e ndo toxicidade, porém, possuem propriedades mecanicas ndo adequadas e séo de dificil
reproducdo devido a variacdo na composicdo. Os biomateriais sintéticos como polietileno
glicol (PEG), policaprolactona (PCL), poliuretano, polimetil metacrilato (PMMA), alcool
polivinilico (PVA), poliestireno, polietileno tereftalato possuem propriedades mecanicas
superiores aos polimeros naturais e possuem maior reprodutibilidade, mas proporcionam
menor adesdo celular, sdo menos biocompativeis e apresentam custo elevado. Os scaffolds
hibridos sdo produzidos através da combinacdo de polimeros a fim de melhorar suas
propriedades (SUAMTE; TIRKEY; BABU, 2023). Como exemplo, podemos citar a adi¢do
de elastina aos scaffolds de colageno, que resulta na melhoria das propriedades bioldgicas e
mecénicas (RYAN; O’BRIEN, 2015). Ao adicionar celulose aos scaffolds de quitosana, é
possivel aumentar a resisténcia mecanica, a capacidade de intumescimento, a adesdo e

proliferacéo celular, enquanto se reduz a taxa de degradacdo (MAHARJAN et al., 2021).

2.2.3 Métodos de fabricacéo dos scaffolds

Diversos métodos sdo utilizados na fabricagcdo de scaffolds (Tabela 1), tais como
eletrofiacdo, liofilizacdo, gas foaming, impressdo 3D, bioimpressdo (SERRANO-AROCA
et al., 2022), fundigdo com solvente, entre outros (ZHANG et al., 2022).
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Eletrofiacdo (Figura 1) é uma técnica aplicada para producdo de micro/nanofibras
utilizando solucBes poliméricas, que sdo submetidas a um alto potencial elétrico que
ocasiona jateamento, dobramento, alongamento e afinamento de um jato polimérico (QAVI,;
TAN, 2023; SMOLKA; FIRYCH-NOWACKA; WIAK, 2022). Durante o processo, sobre a
influéncia de um alto potencial elétrico, o polimero contido na seringa é expelido através da
fieira, o solvente ali presente se evapora e as fibras sdo depositadas no coletor. Quando uma
gota de polimero liquido é submetida a um alto potencial elétrico, ela sofre deformacdo,
sendo atraida para uma regido de baixo potencial. Essa deformacdo da gota € conhecida
como “cone de Taylor” (GHORANI; ALEHOSSEINI; TUCKER, 2017). Porém, a
uniformidade do material é afetada pelas forcas exercidas pelo campo elétrico. O sistema
classico de eletrofiacdo conta com um unico coletor aterrado e um bocal giratorio. A fim de
amenizar estes problemas, novas técnicas foram empregadas, utilizando mais de um bico
giratorio, diferentes modelos de coletor, ou inclusive a utilizacdo de mais de um coletor,
além de eletrodos adicionais utilizados para moldar as linhas de campo elétrico (SMOLKA;
FIRYCH-NOWACKA; WIAK, 2022).

Figura 1 - Representacéo da técnica de eletrofiacdo utilizada para fabricagdo de scaffolds
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Adaptado de: Ghorani; Alehosseini; Tucker (2017)

A técnica de liofilizacdo (Figura 2) consiste na remocéo de solvente de uma solugéo
polimérica atraves da sublimagdo (SERRANO-AROCA et al., 2022). O processo de

liofilizacdo é um procedimento que se desenvolve em trés etapas sequenciais. Inicialmente,
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ocorre 0 congelamento ou a solidificacdo do solvente presente no material, ocorrendo sob
baixas temperaturas e pressdo atmosférica. Esse processo resulta na transformacdo do
solvente em cristais de gelo. Na fase subsequente, denominada primeira etapa de secagem,
a pressdo dentro da camara € reduzida para criar um vacuo controlado. Isso facilita a remocao
da agua presente no material por meio da sublimacdo, onde a dgua passa diretamente do
estado solido (gelo) para o estado gasoso (vapor). Na fase final, conhecida como a segunda
etapa de secagem, a umidade restante na camara € removida por meio da dessorcdo. Nessa
etapa, as condicdes de vacuo sdo acentuadas, e a temperatura é aumentada em relagédo a
primeira etapa de secagem (ELBRINK et al., 2023). Esta técnica € amplamente aplicada nas
indUstrias farmacéuticas e alimenticias (SUKEGAWA; KONO; NAKAGAWA, 2022).

Figura 2 - Técnica de liofilizagdo empregada no processo de secagem de scaffolds
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Adaptado de: Wahid et al. (2018)

Gas foaming é uma técnica utilizada para fabricar matrizes altamente porosas, este
método consiste na inducdo da formacao de um gas inerte, como o diéxido de carbono (CO,)
ou nitrogénio (N2), no interior de uma solucdo. O gas converte a solucdo liquida em uma
espuma, que € congelada para a estabilizacéo de sua fase liquida. Apos essa etapa, o0 material
é submetido ao processo de liofilizacdo (POURSAMAR et al., 2015).

A fundicdo com solvente é uma técnica tradicional para formacéo de filme através
da evaporacdo do solvente, responsavel pelo aumento da concentracdo de solidos e o
surgimento de interacdes intermoleculares de longo alcance (WANG et al., 2020). Neste
procedimento, primeiramente ocorre a solubilizacdo dos reagentes formadores dos filmes,

que s&o entfo depositados em substratos planos e secos sob condicdes brandas (SALEVIC-
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JELIC et al., 2023). O solvente utilizado durante este processo necessita ser quimicamente

estavel e de alto ponto de ebulicdo, pois sua rapida evaporacao pode afetar as propriedades

da membrana (superficie e microestrutura) (LI et al., 2012).

Impressdo 3D é a fabricacéo de scaffolds impressos camada por uma impressora 3D.

A bioimpressdo 3D é semelhante a impressdo 3D, porém, sua matéria prima s&o

biomateriais, como células e fatores de crescimento, sendo possivel controlar com exatidao

a fabricacdo do material (BOGALA, 2022). Na bioimpressao 3D, o principal componente é

a biotinta, podendo variar suas propriedades de acordo com o tecido em que seré aplicado,

promovendo adesdo, proliferacéo e diferenciacdo celular (RAEES et al., 2023).

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens dos métodos de fabricagdo dos scaffolds

Meétodo

Vantagens

Desvantagens

Eletrofiacdo

Liofilizacdo

Gas foaming

Fundicdo com

solvente

Bioimpressdo

Boa migragdo de células, alto fator de
crescimento (ZHANG et al., 2022), baixo
(KAZEMIANRAD; KOOCHEKI;
GHORANI, 2023) e processo controlavel
(ZHANG et al., 2023d).

Melhoria na capacidade de armazenamento e

custo

transporte dos materiais, preservacdo da
estrutura do material durante o processo de
secagem (SUKEGAWA; KONO;
NAKAGAWA, 2022), reducdo da oxidagéo
dos materiais e uniformidade do tamanho das
particulas (DONG et al., 2021).

Boa permeabilidade celular (LIM et al.,
2008) e ecolégico (OKOLIEOCHA et al.,
2015).

Espessura uniforme do filme, excelente
transparéncia, mecénicas
satisfatdrias (WANG et al., 2020), baixo
custo e fabricacdo relativamente simples
(KUMAR; SIDPARA; RACHERLA, 2023).

Processo estavel, alto controle e precisdo da

propriedades

distribuicdo celular, baixo custo (XU et al.,
2022a) e possibilidade de impressdo de
materiais bioldgicos (ZHANG et al., 2022).

Didmetro dos poros pequenos, estrutura
irregular (ZHANG et al., 2022) e toxicidade
dos solventes utilizados (FRANCIS et al.,
2023).
Tempo de secagem (SUKEGAWA;
KONO; NAKAGAWA, 2022) e custos
operacionais elevados (GRACE et al.,
2022).

Formacdo de poros aleatéria (ZHANG et
al., 2022).

Poros ndo interconectados (ZHANG et al.,
2022).

Poros extremamente regulares, podendo
divergir com o tecido a ser aplicado
(ZHANG et al., 2022).

Fonte: Autor
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A capacidade de manipular as propriedades fisicos quimicas dos scaffolds permite
que estes sejam adaptados de acordo com os requisitos de aplicacdo (SERRANO-AROCA
etal., 2022).

2.3 Biomateriais

Biomateriais sdo substancias sintéticas ou naturais (exceto farmacos) utilizadas para
tratar ou substituir tecidos, orgdos e funcdes corporais (HNEDA; GOMES, 2022). Os
biomateriais precisam apresentar propriedades biocompativeis e biogradradaveis (KATZ;
BURDICK, 2018). A biocompatibilidade é a capacidade de um biomaterial atuar no tecido
hospedeiro sem causar efeitos adversos (VINODKUMAR; AMRUTHA; NAGESH, 2022).
A biodegradacdo é o processo de degradacdo do biomaterial decorrente da exposicdo ao
ambiente bioldgico, podendo ser causada pela presenca de dgua e oxigénio, bem como por
processos bioldgicos desencadeados por resposta inflamatéria (PITTENGER; KERR, 2023).
Os produtos da biodegradacdo devem ser atoxicos e facilmente metabolizados e eliminados
pelo organismo, uma vez que qualquer substancia externa ao corpo é reconhecida e rejeitada
pelo mesmo. Quando um biomaterial é implantado, dependendo do tipo e estrutura do
material, ocorrem diferentes tipos de resposta do organismo, portanto, nenhum material
implantado é completamente compativel (VINODKUMAR; AMRUTHA; NAGESH, 2022).

Diversos biomateriais podem ser utilizados para a producédo de scaffolds, tais como

polimeros, ceramicas e metais (Figura 3).

Figura 3 - Biomateriais
Sintéticos:  Poliprolactona (PCL), polimetilmetacrilato
(PMMA), poliuretano (PU), polietileno glicol (PEG).

Naturais: derivados de proteinas (colageno, gelatina, seda,
Polimero! lastina, etc) e polissacarideos (quitosana, acido hialurénico,
celulose, alginato, etc).

Hibridos: PCL/colageno, seda/gelatina/alginato,
quitosana/seda, etc.

Cerdmicas ——Biovidro, alumina, hidroxiapatita, etc.

Metais ———3A¢o0 inoxidavel, titinio e diversas ligas metalicas.

Fonte: Autor
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Os polimeros podem ser sintéticos ou naturais, 0s naturais possuem propriedades
parecidas com os tecidos moles humanos e sdo extraidos de fontes naturais, ja os polimeros
sintéticos, podem ser modificados quimicamente e sdo altamente adaptaveis (PARIN, 2022).
Os polimeros naturais podem ser derivados de proteinas (por exemplo, colageno, gelatina,
seda, elastina, fibrinogénio, fibrina e fibronectina) e polissacarideos (por exemplo,
quitosana, quitina, acido hialurdnico, celulose, goma gelana e derivados, alginato e agarose),
sendo superiores aos sintéticos no quesito biocompatibilidade, biodegradabilidade e
semelhanca com o ambiente corpéreo (PINA; REIS; OLIVEIRA, 2022). Contudo,
apresentam algumas limitacGes em determinadas aplicagdes devido & possibilidade de
contaminacdo, elevada degradacdo, dificuldade de esterilizacdo e purificacdo. Ja& o0s
polimeros sintéticos (policaprolactona-PCL, polioxietileno-PEO e poliuretano-PU) possuem
maior resisténcia mecanica e a degradacdo (ASGHARI et al., 2022). A Tabela 2, apresenta

as vantagens, desvantagens e aplicacdes de alguns dos principais polimeros naturais.

Tabela 2 — Polimeros naturais suas vantagens, desvantagens e aplicagfes

Scaffold Vantagens Desvantagens

Gelatina Biocompatibilidade,  biodegradabilidade Baixa estabilidade térmica (RASHID;
(ELSAYED et al., 2023), alta adesdo, SHOWVA; HOQUE, 2023), alta taxa
proliferacdo e diferenciacdo celular, e boa de degradacédo e resisténcia mecanica
absorcdo de agua (RASHID; SHOWVA,; fraca (NASIRI et al., 2022).
HOQUE, 2023).

Quitosana Biodegradabilidade, biocompatibilidade, Resisténcia mecanica fraca, baixa taxa
bioatividade, nao toxicidade de intumescimento e porosidade
(SANDOMIERSKI et al., 2022), atividade (ABDIAN et al., 2023)
antimicrobiana, antioxidante e
anticancerigena (YANG et al., 2023).

Celulose Biocompatibilidade, biodegradabilidade, Baixa solubilidade (DOUSTDAR;

resisténcia mecénica (SRIWONG; GHORBANI, 2022);
BOONRUNGSIMAN; SUKYAI, 2023),

baixo custo (JANMOHAMMADI et al.,

2023).

Acido hialurénico Propriedades hidratantes, anti- N&o adequado para impressdo 3D
inflamatérias (WANG et al.,, 2022c), (BAVARESCO etal.,2020) e elevada
biocompatibilidade e biodegradabilidade taxa de degradacdo (AMIRI et al.,
(WANG et al., 2022c). 2022);

Fonte: Autor
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Uma estratégia para melhorar as propriedades dos scaffolds é a combinagdo de

diferentes tipos de polimeros, resultando em polimeros hibridos. Essa abordagem permite

explorar as vantagens de diferentes biomateriais e obter caracteristicas sinérgicas que podem

potencializar a eficiéncia do scaffold. A combinacdo de biomateriais pode levar a uma ampla

gama de efeitos e consequéncias, como melhorias na resisténcia mecanica, na estabilidade

estrutural, na biocompatibilidade e na capacidade de resposta bioldgica. A Tabela 3

apresenta exemplos de polimeros hibridos e as consequéncias da combinacdo de diferentes

biomateriais. Essa estratégia de polimeros hibridos oferece uma abordagem promissora para

0 desenvolvimento de scaffolds mais eficazes e personalizados para aplicagdes em
engenharia de tecidos (SUAMTE; TIRKEY; BABU, 2023).

Tabela 3 — Polimeros hibridos

Biomaterial base

Biomaterial adicionado

Alteracdes nas propriedades dos scaffolds

Quitosana

Quitosana

Quitosana

(continua)

Nano Hidroxiapatita

Colégeno e Gelatina

Celulose

No estudo realizado por Sadeghianmaryan et al. (2022),
a adicdo de nanoparticulas de hidroxiapatita em
scaffolds de quitosana resultou em uma redugdo na taxa
de dissolugdo e proliferagdo de bactérias. Além disso,
verificou-se um aumento na resisténcia mecénica e
bioatividade, ao mesmo tempo em que houve uma
diminuicdo no intumescimento. Os autores atribuiram
esse efeito de reducdo do intumescimento a maior
rigidez da cadeia polimérica, devido a presenca da
hidroxiapatita.

Radhika Rajasree et al. (2020), em seus estudos
avaliaram scaffolds hibridos de gelatina/quitosana e
coldgeno/quitosana, e observaram que os scaffolds de
gelatina/quitosana apresentaram maior porosidade, taxa
de intumescimento e resisténcia mecéanica quando
comparados aos de colageno/quitosana.

Na pesquisa conduzida por Mahendiran et al., 2022, foi
constatado que o aumento da concentracdo de celulose
nos scaffolds de quitosana provocou leve reducdo da
taxa de intumescimento, enquanto aumentou a taxa de
dissolucdo, a adsorcdo de proteinas e a resisténcia

mecanica.
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(continuacdo)

Tabela 3 — Polimeros hibridos

Biomaterial base

Biomaterial adicionado

Alteracdes nas propriedades dos scaffolds

Policaprolactona (PCL)

Quitosana

Gelatina

Gelatina

(continua)

Quitosana

Acido hialurénico

Fosfato bicélcico anidro

(monetite)

Poli(acido I-latico)
(PLLA)

Os autores (RASTEGAR et al., 2021), em sua pesquisa,
observaram que scaffolds hibridos de PCL/quitosana,
apresentaram aumento na taxa de intumescimento, taxa
de degradagdo, porosidade e resisténcia mecénica,
guando comparado com os scaffolds puros de PCL.
Segundo estudo conduzido por Davachi et al., 2022, a
adicdo de &cido hialurdnico aos scaffolds de quitosana
aumentou 0 moédulo de compressdo e a resisténcia
mecénica, enquanto diminuiu o tempo de gelificacao,
angulo de contato com a 4gua e a degradacao
enzimatica. Se comparar a degradacdo enzimatica dos
scaffolds puros de quitosana e &cido hialurénico, os que
continham  exclusivamente  &cido  hialurénico
apresentaram menores taxas de degradacdo enzimatica,
porém, todos os scaffolds hibridos de quitosana/acido
hialurdnico independente da variagdo das concentracfes
de seus reagentes apresentaram taxas de degradacéo
enzimatica inferiores aos scaffolds puros. No que diz
respeito aos estudos de viabilidade celular, resultados
semelhantes foram obtidos, em que scaffolds hibridos
apresentaram melhores resultados em comparagdo aos
scaffolds puros de quitosana e &cido hialurdnico.

De acordo com o estudo desenvolvido por (SINGH et
al., 2023), foi observado que a incorporacdo de
monetite, uma cerdmica bioativa, em scaffolds de
gelatina resultou em uma redugdo na taxa de
intumescimento e na taxa de dissolugdo. Além disso,
essa adicdo melhorou as propriedades mecanicas dos
scaffolds e demonstrou viabilidade celular, promovendo
a adesdo e permeabilidade celular.

Segundos os autores (NIU; STADLER; FU, 2021), os
scaffolds hibridos de gelatina/PLLA com concentrac6es
mais elevadas de gelatina mostraram maiores taxas de
intumescimento, capacidade de proliferagdo e migracéo
celular, ao passo que apresentaram menor resisténcia

mecanica.
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Biomaterial base

Biomaterial adicionado

Alteracdes nas propriedades dos scaffolds

Gelatina

Celulose

Acido hialurénico

Gelatina

Conforme indicado no estudo conduzido por (ZHANG
et al., 2011), a incorporacdo de acido hialurénico aos
scaffolds de gelatina resultou em um aumento na taxa de
intumescimento e na taxa de degradacdo, a0 mesmo
tempo em que reduziu as propriedades mecénicas dos
scaffolds. Além disso, observou-se que os scaffolds com
concentracfes mais elevadas de gelatina demonstraram
melhor desempenho na adesdo e proliferacdo celular.

Nos scaffolds e celulose estudados por (MIRTAGHAVI
et al., 2020), o acréscimo de gelatina nos scaffolds de
celulose resultou em uma reducdo na taxa de
intumescimento e na resisténcia mecénica dos scaffolds
hibridos. Ao mesmo tempo, houve um aumento na taxa
de degradacdo enzimaética, o que auxiliou no ajuste da

lenta degradacéo da celulose.

Fonte: Autor

Adicionalmente, o0 comportamento e a composi¢do dos materiais desempenham um

papel fundamental na determinacédo do seu potencial de aplicacdo. Por exemplo, a quitosana

apresenta indicacGes promissoras para tecidos 0sseos, cardiacos, pele, nervos e sistemas de

liberacdo de medicamentos. Por outro lado, a celulose demonstra ser aplicavel em tecidos

adiposos, 6sseos, cartilaginosos, cardiacos, neurais, cutaneos e vasculares. A combinacao de

materiais proporciona a ampliacéo das aplicagdes dos biomateriais, permitindo a adaptacao

de suas propriedades de acordo com as necessidades especificas. Através dessa abordagem,

é possivel aprimorar e personalizar as caracteristicas dos materiais, expandindo suas

aplicagdes em diversos contextos biomédicos. (PRAMANIK et al., 2023).

2.4 Quitosana

A quitosana (Ch) é um polissacarideo de baixo custo derivado da desacetilagdo da

quitina (ZHAO et al., 2022a). A quitina, o0 biopolimero mais abundante presente na natureza
depois da celulose (KOU; PETERS; MUCALO, 2022), € encontrada nas paredes celulares
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de algumas espécies de fungos e no exoesqueleto de insetos e crustaceos (ZHAO et al.,
2022a). Devido a sua baixa solubilidade e reatividade, a quitina é substancialmente menos
utilizada em relacdo a quitosana, que possui grupos funcionais reativos, como amino e
hidroxila. Adicionalmente, esses grupos reativos podem ser modificados de acordo com o
interesse de cada setor industrial. Assim, a quitosana é amplamente aplicada em industrias
de alimentos, (QIAN et al., 2023), cosméticos, biomédica, farmacéutica, (PRIYANKA;
PRASHANTH; THARANATHAN, 2022) veterinaria, agricola, biotecnoldgica e ambiental
(KOU; PETERS; MUCALDO, 2022).

A formula molecular da quitosana é (CsH11NOs)n e seu nome quimico (1,4)-2-
amino-2-desoxi-B-D-poliglicose (CHEN et al., 2023). Uma caracteristica importante da
quitosana é sua flexibilidade estrutural em razéo da presenca dos dois grupos hidroxila (-OH
na posicao C-3 e C-6) e um grupo amina (-NH: na posicdo C-2) em cada uma das unidades
de repeticdo, favorecendo modificacbes quimicas (AHMED et al., 2018). Esses grupos
funcionais também desempenham um papel fundamental na formacéo de ligacdes covalentes
por meio de diferentes tipos de rea¢bes quimicas, como esterificacdo, aminacdo redutiva e
reacao de eterificacdo (HARUGADE; SHERJE; PETHE, 2023).

2.4.1 Método de extragdo da quitosana

Para obtencdo da quitosana, primeiro o material bruto é submetido aos processos de
desmineralizacdo, desproteinizacdo, desodorizacdo e secagem, gerando como produto a
quitina, que é entdo desacetilada, limpa e seca, dando origem a quitosana (SHOUEIR et al.,
2021). O processo de desacetilacdo da quitina envolve a eliminacdo do grupo acetil com
hidréxido de sédio (NaOH) concentrado, deixando somente o grupo amina (-NHz), conforme
ilustrado na Figura 4 (AHMED et al., 2018).
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Figura 4 - Processo de desacetilacdo da quitina para obtencéo da quitosana
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Adaptado de: Azmana et al. (2021)

2.4.2 Propriedades da quitosana

As principais propriedades da quitosana sdo seu peso molecular e grau de
desacetilacdo, que impactam em outras de suas propriedades como cristalinidade, area
superficial, tamanho de particula, umidade e teor de cinzas (SHOUEIR et al., 2021). O peso
molecular da quitosana varia de 50 a 2000 kDa, dependendo da fonte de quitina e do método
de extracdo utilizado. O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana varia de 54% a 100%.
Elevados valores de GD, na faixa de 85% a 95%, estdo associados a uma maior solubilidade
do polimero devido a maior desacetilacdo. Por outro lado, valores de GD que variam entre
70% e 85%, considerados baixos valores de desacetilagéo, resultam desempenho inferior em
termos de solubilizagdo. A dissolu¢do da quitosana € geralmente realizada em solugdes
acidas diluidas, como &cido acético, acido formico ou acido cloridrico, comumente em uma
concentracédo de 1%. Portanto, a solubilidade da quitosana é afetada pelo pH. Valores de pH
abaixo de 6,3, causam a protonacdo dos grupos aminos da quitosana, 0s carregando
positivamente e, consequentemente, levando a maior solubilidade. No entanto, quando o pH

ultrapassa 6,3, ocorre a desprotonagdo dessas aminas, provocando a perda da carga positiva
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do polimero e, consequentemente, & diminuicdo de sua solubilidade. Além disso, a
solubilidade da quitosana também é influenciada pelo peso molecular do polimero. Observa-
se que, a medida que o peso molecular diminui, a solubilidade aumenta. Essa relacao se deve
ao fato de que um maior peso molecular estd associado a um maior numero de ligacGes de
hidrogénio intra e intermoleculares entre as cadeias de quitosana, o que resulta em uma
diminuicdo da solubilidade (YADAYV et al., 2023).

A quitosana também apresenta propriedades coagulantes, que séo atribuidas a
interacdo do -NHz3" presente na quitosana com as plaquetas, que possuem carga superficial
negativa. Enquanto o sangue humano geralmente coagula em um intervalo de 450 a 480
segundos, scaffolds contendo quitosana sdo capazes de reduzir esse intervalo para 240 a 270
segundos (ZHANG et al., 2023b).

2.4.3 Quitosana na engenharia de tecidos

Na engenharia de tecidos, a quitosana ¢ amplamente usada devido sua capacidade de
promover a adesdo, diferenciacdo, proliferagcéo celular e biodegradabilidade. Podendo ser
encontrada em diversos formatos, como esferas, fibras, géis, filmes, scaffolds,
microparticulas, nanofibras. Os géis de quitosana, podem funcionar como bioadesivos e
apoiarem a regeneracdo de tecidos normais (KOU; PETERS; MUCALO, 2022).

A quitosana, devido & sua semelhanca estrutural com a glicina aminoglicana,
presente no tecido conjuntivo, € amplamente utilizada na engenharia de tecidos cutaneos
devido a sua excelente biocompatibilidade e suas propriedades antibacterianas,
hemostaticas, além de promover a proliferacdo e diferenciacdo celular. Existem evidéncias
que a interacdo do NH3* da quitosana com a carga negativa das paredes celulares bacterianas
resulta na permeabilizacdo da superficie das células bacterianas, levando & apoptose e
inibicdo do crescimento bacteriano. Na engenharia de tecidos cartilaginosos, a quitosana
desempenha um papel na regeneragdo da cartilagem por meio de mecanismos
antiangiogénicos que envolvem a modulacdo de fatores pro-angiogénicos e
antiangiogénicos. Esses mecanismos parecem ser benéficos para a protecdo do tecido
cartilaginoso (ZHANG et al., 2023b). Na engenharia de tecidos cardiovasculares, existem
evidéncias que o uso de scaffolds hibridos contendo quitosana, quando aplicados em tecidos

cardiacos sdo capazes de formar tecidos semelhantes ao tecido nativo. Esses scaffolds
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fornecem estimulos para promover a adesdo celular e a regeneracao de cardiomidcitos. Essa
abordagem tem mostrado potencial para auxiliar no tratamento de doencas cardiacas
(KAZEMI ASL; RAHIMZADEGAN; OSTADRAHIMI, 2023). Na engenharia de tecidos
0sseos, a quitosana é amplamente utilizada em scaffolds para regeneracdo Ossea. Esse
polimero desperta interesse devido as suas propriedades biocompativeis, o que significa que
ndo provoca resposta imune no organismo, e a sua capacidade de produzir materiais com
estruturas porosas complexas. Essas caracteristicas sdo fundamentais para promover o
crescimento de tecido dsseo e facilitar a integragdo com o 0sso adjacente (BHARATHI et
al., 2022).

Apesar das vantagens citadas a quitosana apresenta algumas limitacdes, tais como a
baixa solubilidade em &gua e alguns solventes organicos comuns (XIANG et al., 2023), e
resisténcia mecéanica baixa, sendo a funcionalizacdo e a reticulacdo os métodos utilizados
para minimizar estes problemas (CAO et al., 2022). Durante o processo de reticulagdo, as
propriedades fisicas e quimicas da quitosana, tais como a hidrofilicidade, termoestabilidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade sdo melhoradas (XIANG et al., 2023).

2.5 Gelatina

A gelatina (Ge) é um biopolimero produzido a partir da hidrolise alcalina ou acida
do colageno (HARWATE et al., 2021). O colageno é uma proteina presente nos tecidos
humanos e animais que desempenha atividades significativas na preservacao da integridade
dos tecidos conjuntivos, incluindo o0ssos, cérneas, cartilagens, tend@es, vasos sanguineos,
ligamentos e dentina. Porém, apresenta antigenicidade limitada, o que reduz seu potencial
de aplicacdo bioldgica. Por outro lado, a gelatina apresenta excelente biodegradabilidade e
ndo antigenicidade, além de sua solubilidade em &gua (EL-SEEDI et al., 2023), o que faz
com que ela e seus derivados sejam extensamente empregados em diversos setores, tais
como a industria alimenticia, farmacéutica, médica e cosmética (WANG et al., 2022b). A
Ge é um material que possui alta disponibilidade de matéria-prima e baixo custo (IRFAN et
al., 2022). Ela é composta por 19 aminoacidos ligados entre si (BARBIERI et al., 2023).
Dentre eles estdo presentes em sua molécula um grande numero de residuos de glicina,
prolina e 4-hidroxiprolina (Figura 5) (DESHMUKH et al., 2017). Sua estrutura € em forma
de tripla-hélice em funcdo da representagdo (Glicina-X-Prolina)n, onde X retrata

normalmente os aminodacidos lisina, arginina, metionina e valina (BARBIERI et al., 2023).
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Sua composi¢do quimica apresenta principalmente carbono (50,5%), seguido por oxigénio
(25,2%), nitrogénio (17%) e hidrogénio (6,8%) (MUSHTAQ et al., 2022).

Figura 5 - Estrutura bésica da gelatina
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Fonte: Deshmukh et al. (2017)

2.5.1 Método de extracéo da gelatina

O colégeno esta presente em 0ssos, cartilagem e pele, sendo utilizados restos animais
para a extracdo da gelatina (BARBIERI et al., 2023). O processo de fabricacdo da gelatina
pode ser dividido em trés etapas: pré tratamento, hidrélise e purificacdo. O pré tratamento,
pode ser acido ou basico, sendo empregado 0 mais adequado para a demanda industrial, de
acordo com o grau de reticulacdo da matéria-prima do colageno. A gelatina obtida através
de pré tratamento acido é denominada tipo A, sendo utilizada muitas vezes como matéria-
prima a pele de porco e peixe. A gelatina derivada do tratamento alcalino, € chamada de tipo
B e normalmente sdo utilizadas peles bovinas. Durante a etapa de hidrdlise, a gelatina é
extraida do colageno insoltvel por meio do tratamento com agua quente, gerando danos a
sua estrutura por meio da quebra das liga¢6es covalentes e de hidrogénio que € acompanhada
pelo desprendimento das moléculas em unidades menores, dando origem a gelatina soltvel.
A solugdo resultante, o “licor de gelatina”, é concentrada em evaporadores a vacuo e seca.

A reacdo da hidrdlise da gelatina ¢ demonstrada na equacao (1) (MUSHTARQ et al., 2022).

C102H149N31038 + H2O — C102H151N31039 (1)

Colageno Gelatina
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A estrutura priméria da gelatina é semelhante a do coldgeno nativo encontrado nos
tecidos. As variacdes nesse polimero sdo atribuidas principalmente as diferentes fontes de
matérias-primas utilizadas e aos métodos de extracdo empregados (MUSHTAQ et al., 2022).
As gelatinas de origem suina e bovina sdo amplamente utilizadas na medicina regenerativa
devido & sua estrutura polipeptidica semelhante as gelatinas humanas. Por outro lado, as
gelatinas de peixes possuem um teor reduzido de repeticbes peptidicas ou residuos de
aminoacidos em suas cadeias polipeptidicas, resultando em um ponto de fusédo
substancialmente menor, baixa estabilidade térmica, temperatura de gelificacdo
relativamente baixa e maior viscosidade em comparagéo com as gelatinas de mamiferos (EL-
SEEDI et al., 2023).

2.5.2 Propriedades da gelatina

A gelatina € um polimero de alto peso molecular (RASHID; SHOWVA; HOQUE,
2023), variando entre 15 e 400 kDa (EL-SEEDI et al., 2023), e exibe um padrao especifico
de distribuicdo do peso molecular, consistindo em cadeias a e oligdmeros. Essa estrutura ¢
uma combinacdo de multiplas cadeias polipeptidicas distintas, sendo predominantes trés
fragmentos principais: cadeias o livres, cadeias [ (dimeros de cadeias a reticuladas
covalentemente) e cadeias y (trimeros de cadeias a reticuladas covalentemente). Em
condicdes de elevada temperatura e maior teor de liquidos, a gelatina se encontra na forma
liquida, conhecida como sol ou hidrossol. Por outro lado, em condi¢6es de baixa temperatura
e menor teor de liquidos, a gelatina adquire uma estrutura concentrada e rugosa,
caracterizando a fase gel (MUSHTAQ et al., 2022).

Algumas das propriedades criticas da gelatina incluem a sua viscosidade e a forca de
Bloom, ambas afetadas pelo peso molecular da gelatina. Enquanto a viscosidade determina
a mobilidade das moléculas de gelatina em um liquido (AHMADY'; ABU SAMAH, 2021),
a forca de Bloom refere-se a rigidez do gel formado pela gelatina e € medida sob condigdes
padrédo estabelecidas previamente. Essa medida € baseada em um método desenvolvido e
patenteado por O.T. Bloom em 1925, que utiliza um émbolo cilindrico de fundo plano com
diametro de 12,7 mm para deprimir a superficie da gelatina em 4 mm, aplicando um peso
especifico variavel. Os valores de Bloom variam de 50 a 400 g, sendo que gelatinas com

valores mais altos de Bloom apresentam maior temperatura de gelificacao e fusdo, bem como
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um gel mais forte. As gelatinas s&o classificadas como alto Bloom quando variam de 200 a
300 g, médio de 100 a 200 g e baixo de 50 a 100 g (HAUG; DRAGET, 2009).

O ponto isoelétrico (PI) da gelatina, varia de acordo com as condigdes especificas de
hidrélise do colageno. Durante o processo de hidrolise alcalina, os aminoéacidos asparagina
e glutamina sdo convertidos em acido aspéartico e &cido glutdmico, respectivamente,
resultando em um valor de Pl mais baixo para a gelatina do tipo B. O ponto isoelétrico
representa o pH no qual a gelatina apresenta carga elétrica neutra. Esse valor determina a
distribuicdo de cargas ao longo da estrutura da gelatina em pH fisiologico e pode influenciar
sua biocompatibilidade. Em pH acima do seu ponto isoelétrico, a gelatina adquire cargas
negativas, enquanto em pH abaixo desse ponto, ela possui cargas positivas. Portanto, a
gelatina do tipo A sera carregada positivamente em pH fisiologico, enquanto a gelatina do
tipo B sera carregada negativamente. Essa diferenca de carga elétrica afeta a interagdo da
gelatina com outras moléculas e sistemas biologicos, o que pode ter implicagdes na sua
biocompatibilidade. Devido a sua carga negativa em pH fisioldgico, a gelatina do tipo B
apresenta uma melhor biocompatibilidade em comparacdo com a gelatina do tipo A. Essa
propriedade ¢ relevante em aplicacfes médicas e regenerativas, uma vez que a interacéo da
gelatina com os tecidos e células do organismo é influenciada pelas cargas elétricas presentes
em sua estrutura (AHMADY; ABU SAMAH, 2021).

2.5.3 Gelatina na engenharia de tecidos

Na area de regeneracao de tecidos, a gelatina é amplamente utilizada para a producéo
de diversos materiais, como scaffolds, hidrogéis injetaveis e sistemas de liberacdo de drogas,
devido suas caracteristicas atdxicas, biocompativeis, biodegradaveis, habilidade de
promover proliferacdo, diferenciacdo e adeséo celular sem provocar reagdes imunologicas
ao organismo, além da capacidade de absorcao de 4gua, propriedade desejada na regeneragao
tecidual, pois melhora o transporte de oxigénio e a nutricdo para o desenvolvimento celular
saudavel. Apesar disso, a gelatina apresenta limitacdes em relacdo a sua estabilidade téermica
(RASHID; SHOWVA,; HOQUE, 2023), resisténcia mecéanica e taxa de degradacdo (NASIRI
et al., 2022), caracteristicas que podem ser melhoradas através da reticulacdo da gelatina
utilizando métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos (IRFAN et al., 2022). Além disso, a

gelatina pode ser empregada na sintese de scaffolds para aplicacdo em diversos tipos de
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tecidos, tais como: tecido ésseo, cuténeo, cardiovascular, cartilaginoso, neural, figado e rim
(RASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023).

2.6 Xerogel de tanino-glutaraldeido

2.6.1 Géis de carbono

Os géis de carbono, sdo materiais nanoporosos, obtidos através de uma reacao de
policondensacdo entre derivados hidroxilados de benzeno (como fenol, resorcinol, cresol,
entre outros) e aldeidos (como formaldeido, furfural, glutaraldeido, entre outros), seguidos
por um processo de cura e secagem (FATHY; RIZK; AWAD, 2016). Dentre os geis de
carbono existem os aerogéis, xerogéis e criogeis, que sao classificados de acordo com o
processo de secagem. Os aerogeis sdo formados atraves de secagem supercritica, 0s criogéis
através da secagem criogénica (CASTRO et al., 2021) e 0s xerogéis sdo secos a pressao
normal (DAI et al., 2022). Os aerogéis, por serem produzidos por meio do processo de
secagem supercritica, sdo geralmente mais caros em comparagdo aos criogéis, que podem
ser obtidos por liofilizacdo, uma opc¢do mais econdmica, e aos xerogéis (SZCZUREK et al.,
2011).

Nos ultimos anos, diversos campos de pesquisas tém depositado seus esforcos no
estudo de géis de carbono devido sua versatilidade, podem ser aplicados em processos de
separacdo de gas (DAl et al., 2022), adsorcdo de poluentes em fases gasosas e liquidas
(CASTRO et al., 2021), como isolante térmico, suporte catalitico, armazenamento de
hidrogénio, etc (REY-RAAP et al., 2016). A ampla gama de aplicacOes desses materiais
pode ser atribuida principalmente a sua caracteristica de mesoporosidade, que facilita a
rapida transferéncia de moléculas através de sua estrutura porosa. Esses materiais também
se destacam por apresentarem condutividade elétrica e alta resisténcia quimica (SZCZUREK
etal., 2011).
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2.6.2 Tanino

O tanino (Tn) é um composto fenolico solivel em agua, de baixo custo, extraido de
diversas partes de plantas (ARISTRI et al., 2022). Essa classe de compostos esta presente
no citoplasma das células vegetais e é encontrado em praticamente todas as partes das
plantas, incluindo cascas, madeiras, folhas, frutos, raizes e sementes. A quantidade e
composicao dos taninos podem variar de acordo com a espécie botéanica, idade da planta,
tipo de tecido vegetal e ambiente em que a planta se desenvolveu (BRAGHIROLI et al.,
2019)

Os taninos podem ser classificados em duas categorias principais: hidrolisaveis e
condensados (ARISTRI et al., 2022). Os taninos hidrolisaveis (Figura 6) s&o compostos por
varias moléculas de é&cido fendlico e podem ser classificados como galotaninos e
elagitaninos, os quais ddo origem ao 4&cido galico hidrolisado e ao acido elagico,
respectivamente (MELO et al., 2023;SHIRMOHAMMADLI; EFHAMISISI; PI1ZZI, 2018).



Figura 6 - Taninos hidrolisaveis: (A) Estrutura molecular do galotanino (B) Estrutura molecular do
elagiotanino (C) Estrutura molecular do &cido galico (D) Estrutura molecular do acido elagico
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Adaptado de: Melo et al. (2023); Rodrigues (2013)
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Os taninos condensados (Figura 7) possuem dois anéis fendlicos conectados por um

anel piral central e sdo polimeros de flavan-3-6is (MELO et al., 2023), e representam 90%
da produgdo mundial de taninos comerciais (SHIRMOHAMMADLI; EFHAMISISI; PIZZI,

2018). O tanino hidrolisado é menos empregado em comparacdo ao tanino condensado

devido a sua baixa reatividade na presencga de aldeidos, sua producdo limitada em escala

mundial e seu preco elevado (RODRIGUES, 2013).



60

Figura 7 - (A) Estrutura quimica de um flavan-3-ol (B) Estrutura quimica de um tanino condensado

Fonte: Rodrigues (2013)

O anel A do flavan-3-ol pode conter um ou dois grupos hidroxila (OH), sendo
denominado resorcinol ou florogliconol, respectivamente. O anel B, por sua vez, pode
apresentar de dois a trés grupos OH, conhecidos como catecol ou pirogalol. Assim, a
combinacdo dos anéis A e B resulta em quatro possiveis combinacdes de flavonoides
(RODRIGUES, 2013). Devido aos seus grupos funcionais, como as hidroxilas, o tanino
possui a capacidade de estabelecer reticulacBes estaveis com diversas moléculas, incluindo
proteinas e carboidratos, por meio de ligacGes quimicas. Essa caracteristica Unica distingue

0s taninos de outros grupos polifenélicos (MELO et al., 2023).

2.6.3 Géis de tanino

Os géis de carbono sdo frequentemente produzidos a partir da reacdo entre o
resorcinol e o formaldeido, na presenca de agua como solvente e carbonato de sédio como
catalisador. No entanto, devido ao alto custo do resorcinol, tem havido uma busca por
alternativas mais econémicas (FATHY; RIZK; AWAD, 2016). A utilizagdo do tanino como
precursor € uma alternativa de baixo custo para a obtencdo de géis de carbono, em
substituicdo ao resorcinol (SZCZUREK et al., 2011). Além disso, tém sido realizados

esforcos para substituir o formaldeido por outros reagentes menos toxicos e prejudiciais,
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como o glutaraldeido, glioxal, hexametilenotetramina, entre outros (FATHY; RIZK;
AWAD, 2016).

A adicdo de um reticulante (aldeido) em uma solucéo aquosa contendo tanino resulta
em um aumento na reatividade das espécies quimicas presentes. As particulas parcialmente
hidrolisadas de tanino sofrem reticulagdo por meio de reacfes de policondensacao,
resultando na liberacdo de moléculas de 4gua. Durante esse processo, as particulas comecam
a se aglomerar a medida que as cadeias poliméricas se desenvolvem, levando a formacéo de
um gel (gelificagdo) e aumentando significativamente a viscosidade da solugdo. O gel
resultante é composto por duas fases distintas em um sistema semi-sélido. A fase solida
consiste em uma rede nanoestruturada de nodulos esféricos interligados, enquanto a fase
liquida contém o solvente utilizado na solucdo de tanino, geralmente 4gua, juntamente com
alguns subprodutos formados durante as reacdes de polimerizacdo. O tamanho dos nddulos
formados esta relacionado a vérias propriedades durante a sintese, sendo o pH e a
concentracdo de solidos na solucdo inicial os principais fatores que afetam. Em pH &cido, os
géis tendem a ter nddulos maiores, resultando em poros maiores e um maior volume de
poros. Por outro lado, géis formados em condigdes alcalinas tendem a ser menos porosos,
com poros menores ou mesmo sem poros. Na Figura 8, estd exposta uma representagdo do
processo de gelificacdo do tanino e como o pH impacta a formacéo dos poros no gel. Ap6s
0 processo de gelificacdo, as reacdes de polimerizacdo continuam, pois a rede formada
possui alta flexibilidade e as cadeias poliméricas tém mobilidade entre si. Devido a isso, é
necessario realizar uma etapa de envelhecimento apés a gelificacdo do material antes de
prosseguir com o procedimento de secagem do gel, a fim de otimizar a reticulagdo. Apos o
envelhecimento, a secagem pode ser realizada para obter o tipo desejado de gel de carbono
(xerogel, criogel ou aerogel). (BRAGHIROLI et al., 2019).
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Figura 8 - (a) Processo de gelificacdo (b) Micrografia da gelificacdo em pH 4 e (c) Micrografia da gelificacdo
empH 6

(a)

Particulas suspensas Polimerizagio

Adaptado de: Braghiroli et al. (2019)

Devido as suas propriedades anticancerigenas, antioxidantes, anti-inflamatérias,
bactericidas e curativas do tanino a industria de polimeros tem demonstrado interesse em
exploré-las, visando ampliar os campos de aplicacdo desse composto (ARISTRI et al., 2022;
P1ZZ1, 2021). Estudos também sugerem que quando adicionados a biocompasitos, o tanino
é capaz de melhorar as propriedades mecanicas (ARISTRI et al., 2022). E valido salientar
que ndo foram encontrados na literatura estudos sobre o uso de xerogéis de tanino em
scaffolds de quitosana e gelatina. Portanto, este estudo representa a primeira abordagem para

investigar esse sistema.

2.7 Glutaraldeido

O glutaraldeido (Ga) ¢ amplamente empregado como agente de reticulagdo em
proteinas e polissacarideos devido as suas propriedades favoraveis. Apresenta baixo peso
molecular, estado liquido, € incolor e possui um odor pungente. Além disso, € soltvel em
agua, alcool e solventes organicos, o que o torna altamente versatil em diferentes aplicacdes
(ALAVARSE et al., 2022). Sua popularidade se deve ao baixo custo, facil disponibilidade
no mercado, reacdo rapida e capacidade de proporcionar uma estabilizacdo robusta nas
estruturas poliméricas (KRISHNAKUMAR et al., 2019). O glutaraldeido é um aldeido
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homobifuncional que possui uma cadeia linear de cinco carbonos e grupos aldeido em ambas
as extremidades (HERMANSON, 2013a) (Figura 9):

Figura 9 - Estrutura molecular do glutaraldeido

o} O

Fonte: Sehmi et al. (2016)

A reticulacdo utilizando glutaraldeido ocorre por meio da sua rea¢do com 0S grupos
funcionais amina (-NH.) ou hidroxila (-OH) de proteinas ou polimeros, resultando na
melhoria das propriedades mecanicas e resisténcia desses materiais (ORYAN et al., 2018).
O glutaraldeido apresenta uma reatividade priméria direcionada aos grupos amina, embora
a reagdo possa ocorrer por diferentes mecanismos (HERMANSON, 2013a). Quando o
glutaraldeido reage com uma proteina, ocorre a alquilacao das aminas disponiveis, formando
ligacGes estaveis de aminas secundarias (HERMANSON, 2013b). Por exemplo, na gelatina,
0s grupos amina livres (-NH2) reagem com o glutaraldeido, resultando na formacao de uma

rede reticulada mais resistente, conforme ilustrado na Figura 10 (ORYAN et al., 2018).

Figura 10 - Representacdo do mecanismo de reticulagdo da gelatina através do glutaraldeido
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Adaptado de: He et al. (2021)
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Ao empregar o glutaraldeido na reticulacdo de polimeros que contém quitosana,
ocorre a interagdo entre o grupo aldeido do glutaraldeido e os grupos funcionais amina (-
NH>) e hidroxila (-OH) da quitosana, resultando na formagé&o de ligacdes covalentes. Essas
ligacOes estabelecem uma rede tridimensional mais estdvel na estrutura polimérica
(DOUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022b). Porém, como citado anteriormente, apesar de
interagir com grupos hidroxila, o glutaraldeido interage preferencialmente com o grupo
amina, sendo essa sua principal rota de reticulacio (HERMANSON, 2013a). Na Figura 11
esta ilustrado processo de reticulacdo da quitosana com o glutaraldeido por meio dos seus

grupos funcionais amina.

Figura 11 - Representacéo do mecanismo de reticulagdo da quitosana através do glutaraldeido
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Em polimeros hibridos compostos por quitosana e gelatina, a reticulagdo utilizando
glutaraldeido (Figura 12) promove uma maior estabilidade da rede polimérica por meio das
ligacOes estabelecidas entre o glutaraldeido e os componentes do polimero
(SUBRAMANIAN; VIJAYAKUMAR, 2015). Quando proteinas, como a gelatina, sdo
modificadas com glutaraldeido, elas podem reagir com outras moléculas que possuem
grupos funcionais amina, seja por meio da formacéo de bases de Schiff ou por adi¢do em
outros pontos de insaturacdo (HERMANSON, 2013b).

Figura 12 - Representacdo do processo de reticulacdo de polimeros hibridos de quitosana e gelatina, induzido
pela adi¢do de glutaraldeido
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Adaptado de: Subramanian; Vijayakumar (2015)

Além disso, o glutaraldeido também pode ser empregado na reticulacdo de géis de
carbono, incluindo aqueles sintetizados com tanino (FATHY; RIZK; AWAD, 2016).
Quando um aldeido é adicionado a uma solugdo contendo tanino, ele reage com 0s grupos
hidroxilas (-OH) presentes na molécula do tanino. A disponibilidade dos grupos hidroxilas
na cadeia do tanino podem ser influenciada por diversos fatores, incluindo modificacfes

quimicas realizadas no proprio tanino, bem como a origem da matéria-prima utilizada. Esses
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fatores exercem um impacto direto na reatividade entre o tanino e o glutaraldeido
(RODRIGUES, 2013).

Existem dois métodos principais de reticulacdo do glutaraldeido: in-situ e ex-situ,
conforme ilustrado na Figura 13. No método de reticulagdo in-situ, uma solucéo aquosa de
glutaraldeido é adicionada a uma solucdo polimérica homogénea e a mistura € agitada
magneticamente. A solucdo resultante pode ser moldada, congelada ou mantida em
temperatura ambiente para a producéo de biomateriais. J& no método de reticulacdo ex-situ,
o material ja formado é imerso em uma solugdo aquosa de glutaraldeido. A escolha 0 método
de reticulacdo varia de acordo com as propriedades dos materiais e aplicacdo a que se destina
(ALAVARSE et al., 2022).

Figura 13 - Processos de reticulacdo do glutaraldeido (A) in-situ, (B) ex-situ
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Fonte: Alavarse et al. (2022)

Embora a adi¢éo de glutaraldeido as solugdes poliméricas resulte em um aumento na
densidade das ligacdes cruzadas durante a reticulacdo, conforme evidenciado por diversos
estudos (AL-MUHANNA et al., 2023), é importante destacar que esse composto apresenta
alta citotoxicidade, com um limite maximo de concentracdo considerado seguro de 8%
(KRISHNAKUMAR et al., 2019). Para contornar esse problema, diversas estratégias tém
sido empregadas, tais como a reducdo da concentracédo de glutaraldeido, a lavagem com agua

ou a adicdo de moléculas capazes de se ligar as moléculas ndo reagidas de glutaraldeido
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(ALAVARSE et al., 2022). No entanto, devido a sua toxicidade, o glutaraldeido apresenta
limitacOes em sua aplicagdo em produtos comerciais (ORYAN et al., 2018).

Além disso, a reticulacdo de polimeros utilizando glutaraldeido pode apresentar
limitagdes adicionais, como dificuldades no aumento de escala e na obtengéo de resultados
reprodutiveis. A falta de reprodutibilidade pode ser atribuida & complexidade em determinar
0 estado exato do glutaraldeido em solucgéo, incluindo seu potencial tamanho e estrutura de
polimero, bem como a natureza precisa dos materiais formados. As variagdes observadas no
comportamento do glutaraldeido podem ser resultado de diferentes varidveis, como a idade
da solucdo. Solugbes mais antigas tendem a formar mais polimeros, o que implica que o
glutaraldeido fresco pode ndo produzir os mesmos resultados que solucdes envelhecidas
(HERMANSON, 2013b).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de scaffolds de

quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido.

3.1 Objetivos especificos

e Estudar o efeito da adicdo de particulas de xerogel de tanino-glutaraldeido nas
propriedades de scaffolds de quitosana/gelatina

e Estudar o efeito das razdes quitosana/gelatina (Ch/Ge) nas propriedades dos scaffolds

e Avaliar o efeito da quantidade de agente de ligacdo cruzada nas propriedades dos

materiais



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos
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Os principais dados das substancias utilizadas neste trabalho, seu peso molecular,

formula e origem estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados das substancias utilizadas para sintese e anélises dos scaffolds

Substéancia

Férmula

Massa?

N° CASP

Origem

Corante CBBG-250

Agua

Quitosana, grau de desacetilacdo 90%
Hidroxido de Sédio 98%

Acido fosférico 85%

Cloreto de Potassio 99,5%

Gelatina em P6

Glutaraldeido 50%

Hidrogenofosfato dissodico dihidratado
99,5%

Acido acético 99,8%

Albumina sérica bovina (BSA)

Alcool etilico 95%

Carbonato de sodio anidro 99,5%
Tanino (Phenotan AP)

Alcool etilico absoluto

Fosfato de Potassio Monobésico 99%
Borohidreto de Sodio 99%

C47H48N3NaO-S; 854,04

H.0
(CeH1104N)Nn
NaOH
H3PO.

KClI

CsHsO2

Na;HPO4.2H,0

CH3COOH
CHsCH,0OH
Na,CO3
C,HsOH
KH2PO,4
NaBH4

18,02
Médio
40

98

74,56

100,12

177,99

60,05

46,07
105,99

46,08
136,09
37,83

6104-58-1

7732-18-5
9012-76-4
1310-73-2
7664-38-2

7447-40-7

9000-70-8

111-3-8

10028-24-7

64-19-7

9048-46-8

64-17-5

497-19-8

64-17-5

7778-77-0
16940-66-2

Dinamica Quimica,
Brasil

China

Cromoline, Brasil
Dindmica Quimica,
Brasil

Dindmica Quimica,
Brasil

Dinamica Quimica,
Brasil

Dinamica Quimica,
Brasil

Merck, Alemanha

Merck, Alemanha
Millipore, Alemanha
Synth, Brasil

Synth, Brasil

Tanac, Brasil

Synth, Brasil

Vetec, Brasil

Vetec, Brasil

Fonte: Autor

a—massa molecular (g/mol)

b — nimero de registro no Servico de Abstratos Quimicos (Chemical Abstracts Service (CAS))
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Os principais equipamentos utilizados neste trabalho, sua marca, modelo e
localizagéo estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Equipamentos utilizados para sintese e analise dos scaffolds

Equipamento Marca Modelo Localizacéo
pHmetro de bancada Sppencer mPA-210 USP, Lorena — SP
Bomba de vacuo Sppencer/Hipperquimica  SKU 331201/331202 USP, Lorena — SP
Liofilizador Terroni Enterprise | USP, Lorena — SP
Espectrofotémetro UV Bel Engineering UV-M51 USP, Lorena — SP
Microscdpio eletronico de Tescan Vega 3 XMU ITA, S&o José dos
varredura Campos — SP
Espectrometro de Infravermelho  PerkinElmer Frontier FTIR-UATR ITA, Sdo José dos
com Transformada de Fourier Campos — SP

Fonte: Autor

4.1.1 Preparacdo da solucdo tampéo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline (PBS))

Para o preparo da solucdo PBS utilizada nas analises de intumescimento, dissolucao
e adsorcdo de proteinas, foram utilizados os reagentes fosfato dissédico dihidratado
(Na2HPO4.2H20), cloreto de potéssio (KCI), hidroxido de soédio (NaOH), fosfato
monopotassico (KH2POa), cujas proporgdes estdo expressas na Tabela 6. Apos a completa
dissolucdo de todos os reagentes, a solugcdo permaneceu em repouso por 1 h. Em seguida, o
pH da solucéo foi analisado no pHmetro de bancada da marca Sppencer modelo mPA-210,
sendo o valor ajustado em aproximadamente pH 7,3 (BRUNIUS; SUNDBOM, 1987;
SIDDIQUI et al., 2021).

Tabela 6 - Concentracdo dos reagentes da solucdo PBS

Reagente Concentracao (g/L)
Na;HPO4.2H,0 1,44

KCI 0,2

KH2PO4 0,2

NaOH 8

Fonte: Autor
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4.1.2 Solucéo de Bradford

A quantificacdo da quantidade de proteina adsorvida, € um método desenvolvido por
Marion Bradford que se baseia na mudanca da absor¢do méxima de luz do corante Brilliant
Blue G-250 de 465 nm para 595 nm quando este se liga a uma proteina. Este método é
reconhecido por sua simplicidade, precisao, rapidez e baixo custo. O preparo da solugédo de
Bradford, empregada neste estudo, consiste em pesar 100 mg do corante CBBG-250 e
adicionar 50 mL de etanol 95%. Em seguida, adiciona-se lentamente 100 mL de &cido
fosférico 85% a solugdo, agitando magneticamente para dissolver o corante. A mistura €
entdo diluida para 1 L com agua deionizada e por fim filtrada até perder a coloracédo azulada
e assumir uma coloracdo amarronzada. O processo de filtracdo consiste em despejar a
solugdo em um funil contendo um papel filtro (fornecedor J.PROLAB, modelo JP40,
gramatura de 80 g/m?). Esse funil é suportado por um frasco Erlenmeyer, o qual esta
conectado a uma bomba de vacuo (marca Sppencer/Hipperquimica, SKU 331201/331202).
Apds iniciar a succao por meio da bomba, as particulas presentes na solugédo sao retidas pelo
papel filtro, resultando na obtencdo da solucdo filtrada. Para garantir a preservagdo da

solucdo, é fundamental que esta seja armazenada em condicBes de baixas temperaturas.

4.2 Preparacao dos scaffolds

4.2.1 Scaffolds de quitosana

Os scaffolds de quitosana foram preparados dissolvendo-se diferentes proporcdes de
quitosana (Tabela 7), sob agitacdo magnética, em 15 mL de solucédo de &cido acético 0,67%
v/v. Apos a completa dissolucdo, diferentes concentracGes de glutaraldeido 50% foram
adicionadas a mistura, conforme especificado na Tabela 7. Em seguida, a mistura foi vertida
em moldes cilindricos (didmetro 1,2 cm e comprimento 4 cm) e mantida em temperatura
ambiente até a formacdo de uma rede tridimensional. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a temperaturas inferiores a -10 °C por um periodo de 24 h. Ap0s esse periodo, as
amostras foram desenformadas e liofilizadas por um periodo de 8 h. Para neutralizar o acido
acetico presente, os scaffolds secos foram imersos em 100 mL de uma solugéo de hidréxido
de sodio a 2% (m/v) por 2 h (WANG et al., 2023). A neutralizacdo do glutaraldeido néo
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reagido foi realizada pela imers&o dos scaffolds em 100 mL de uma solugdo de boro-hidreto
de sodio a 5% (m/v) por 2 h (PUTRI et al., 2021). Apos as neutralizagdes, os scaffolds foram
submetidos a um processo de lavagem em 100 mL de agua deionizada, com a agua sendo
trocada a cada intervalo de 5 min, até a completa remocao dos residuos de hidroxido de sodio
e boro-hidreto de so6dio. Em seguida, os scaffolds foram secos em uma estufa a uma
temperatura de 60 °C por um periodo de 24 h. O fluxograma do processo descrito acima
pode ser observado na Figura 14. Para avaliacdo do efeito do teor de quitosana e de agente
reticulante nas propriedades dos materiais, preparou-se materiais com diferentes massas de

quitosana e volumes de glutaraldeido, conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Composicéo dos scaffolds de quitosana pura C1 (com variagdo da concentragdo de glutaraldeido) e
C2 (com variacao da concentragdo de quitosana)

Scaffolds  Especificos Ch% (m/v) Ge% (m/v) Ga% (viv) Tn% (m/v) Cb% (m/v)

C1 C1l-1 0,67 0 1,67 0 0
C1-2 0,67 0 3,33 0 0
C1-3 0,67 0 5,00 0 0
Cl-4 0,67 0 6,67 0 0
C1-5 0,67 0 10,00 0 0
Cl-6 0,67 0 13,33 0 0
Cc2 C2-1 0,67 0 1,67 0 0
C2-2 1,33 0 1,67 0 0

Fonte: Autor
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Figura 14 - Fluxograma da sintese dos scaffolds de quitosana pura (C1 e C2)
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4.2.2 Scaffolds de gelatina

Para preparacdo dos scaffolds de gelatina, foi feita a solubilizacdo de 1 g de gelatina
em 15 mL &gua deionizada (concentracdo de 6,67% m/v), sendo a mistura mantida em estufa
a 60 °C até a completa solubilizacdo da gelatina. A solucdo resultante foi resfriada sob
agitacdo magnética até 25 °C, momento no qual foi adicionado diferentes volumes de
glutaraldeido 50% (Tabela 8). Posteriormente, apds a homogeneizacdo do glutaraldeido, a
mistura foi despejada em moldes cilindricos (diametro 1,2 cm e comprimento 4 cm) e
mantida em temperatura ambiente até a formacdo da estrutura tridimensional. Os
procedimentos realizados com as amostras de gelatina foram semelhantes aos descritos na
secdo 4.2.1., com excecao das etapas de lavagem com &gua deionizada e secagem em estufa.
Devido ao fato de os scaffolds de gelatina ndo terem suportado os tratamentos utilizados para
remover os residuos ndo reagidos de glutaraldeido. Adicionalmente, a Figura 15 ilustra o
fluxograma da sintese dos scaffolds de gelatina.

Tabela 8 - Composi¢do dos scaffolds de gelatina pura (G), com varia¢do da concentracdo de glutaraldeido

Scaffolds  Especificos Ch% (m/v) Ge% (m/v) Ga% (viv) Tn% (m/v) Ch% (m/v)

G G-1 0 6,67 0 0 0
G-2 0 6,67 0,17 0 0
G-3 0 6,67 0,33 0 0
G-4 0 6,67 0,67 0 0
G-5 0 6,67 1,67 0 0

Fonte: Autor
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Figura 15 - Fluxograma da sintese dos scaffolds de gelatina pura (G)
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4.2.3 Scaffolds de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido

Para a sintese dos scaffolds de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido, inicialmente
realizou-se a dissolucdo de variadas proporgdes de tanino (valores expressos na Tabela 9)
em 15 mL de &gua deionizada, sob agitacdo magnética. Em seguida, adicionou-se 0,1 g
carbonato de sdédio (Cb) (concentracdo de 0,67% m/v) a solucdo, promovendo a dissolucao.
Posteriormente, incorporou-se 0,4 g de gelatina (concentracdo de 2,67% m/v) na mistura,
que foi aquecida a 60 °C para solubilizacdo. A solucdo resultante foi resfriada sob agitacao
magnética até atingir a temperatura de 25 °C, momento em que se adicionou 0,1 mL de

glutaraldeido (concentragdo de 0,67% v/v) a mistura. Por fim, ap6s a homogeneizagédo do
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glutaraldeido, a solugdo foi vertida em moldes cilindricos (diametro 1,2 cm e comprimento

4 c¢cm) e mantida em repouso em temperatura ambiente até a formacdo da estrutura

tridimensional. Os processos subsequentes seguiram 0s mesmos procedimentos descritos na

secdo 4.2.1. Para avaliacdo do efeito do teor de tanino nas propriedades dos materiais,

preparou-se materiais com diferentes massas de tanino (Tabela 9). A Figura 16 apresenta o

fluxograma dos procedimentos realizados para a sintese dos scaffolds de gelatina/xerogel de

tanino glutaraldeido.

Tabela 9 - Composi¢do dos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (GT), com varia¢do

da concentracao de tanino

Scaffolds  Especificos Ch% (m/v)

Ge% (m/v)

Ga% (v/v)

Tn% (m/v)

Cb% (m/v)

GT GT-1
GT-2
GT-3
GT-4
GT-5

0

o O o o

2,67
2,67
2,67
2,67
2,67

0,67
0,67
0,67
0,67
0,67

0,17
0,33
0,50
0,67
0,83

0,67
0,67
0,67
0,67
0,67

Fonte: Autor



Figura 16 - Fluxograma da sintese dos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (GT)

Nos scaffolds GT a concentragdo de

Pesar tanino »” tanino variou conforme os dados expressos na
/ Tabela 9.
Adicionar o tanino a 15 mL de Dissolver o tanino sob agitagido
agua deionizada i magnética

|

Apbs a dissolugio do tanino,
ainda sob agitacdo magnética
adicionar 0,1 g de carbonato de
sodio

Apos a dissolucdo do carbonato
de sodio, pesar 0,4 g de gelatina e
adicionar a solucao de tanino

l

Levar a solugio a estufa a 60 °C,
para solubiliza¢ao da gelatina

l

Apo6s a solubilizacio da gelatina,
deixar a solugdo resfriar a
temperatura ambiente, sob

agitagdo magnética

!

Apos o resfriamento da solugio,
adicionar 0,1 mL de
glutaraldeido sob agitagio
magnética e verter a solugdo em
moldes cilindricos

)
Apos formagdo do gel
desenformar os scaffolds

N

Congelar a -10 °C por 24 horas

4

Liofilizar por 8 horas

v

Solu¢io de hidréxido de sdédio a / v
2% (m/v) por 2 h (neutralizacio do 4 Lavagem 1

acido acético).

A

Solugao de Boro-hidreto de
sodio a 5% (m/v) por 2 h (neutralizacio 4 Lavagem 2
do glutaraldeido).

L Lavagem 3

Agua deionizada 4—

b

Scaffold ——— Secar em estufa a 60 °C

Fonte: Autor



78

4.2.4 Scaffolds e quitosana/gelatina

Para a preparacdo dos scaffolds de quitosana/gelatina, inicialmente a quitosana foi
dissolvida em diferentes propor¢des (conforme indicado na Tabela 10) em uma solugédo
contendo 0,1 mL de &cido acético e 15 mL de &gua (0,67% (v/v)), sob agitacdo magnética.
Apo6s a completa dissolucdo da quitosana, diferentes massas de gelatina (conforme indicado
na Tabela 10) foram adicionadas a solucdo, que foi mantida em uma estufa a 60 °C até a
completa solubilizacdo da gelatina. A solucdo resultante foi resfriada, sob agitacédo
magnética, até atingir a temperatura de 25 °C. Neste momento, glutaraldeido 50% foi
adicionado a mistura e homogeneizado, com o volume variando de acordo com a Tabela 10.
Por fim, a solucdo foi vertida em moldes cilindricos (diametro 1,2 cm e comprimento 4 cm)
e deixada em repouso em temperatura ambiente até que a estrutura tridimensional se
formasse. Os processos subsequentes seguiram 0s mesmos procedimentos descritos na se¢do
4.2.1. Para avaliacdo do efeito da razdo de quitosana/gelatina e de agente reticulante nas
propriedades dos materiais, preparou-se materiais com diferentes massas de gelatina e
volumes de glutaraldeido, conforme mostrado na Tabela 10. O fluxograma da sintese dos

scaffolds de quitosana/gelatina esta expresso na Figura 17.

Tabela 10 - Composicéao dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina CG1 (com variag¢do da concentragéo de
glutaraldeido), CG2 (com variagdo da concentracdo de gelatina) e CG3 (com maior teor de quitosana)

Scaffolds  Especificos Ch% (m/v) Ge% (m/v)  Ga% (viv) Tn% (m/v) Cb% (m/v)

CG1 CG1-1 0,67 1,33 0,17 0 0
CG1-2 0,67 1,33 0,33 0 0
CG1-3 0,67 1,33 0,67 0 0
CG1-4 0,67 1,33 1,67 0 0
CG2 CG2-1 0,67 0,67 0,08 0 0
CG2-2 0,67 1,33 0,08 0 0
CG2-3 0,67 2,00 0,08 0 0
CG3 CG3-1 1,33 0,67 0,08 0 0

Fonte: Autor
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Figura 17 - Fluxograma da sintese dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1, CG2 e CG3)
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4.2.5 Scaffolds de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido

Para a preparacdo dos scaffolds de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido, primeiramente diferentes proporc¢des de quitosana (conforme Tabela 11), foi
dissolvida em 10 mL de uma solucdo contendo 0,1 mL de &cido acético (concentragdo de
1% v/v), utilizando agitacdo magnética. Simultaneamente, preparou-se uma solucao
contendo 0,02 g de tanino e 5 mL de agua (concentracdo de 0,4% m/v), a qual foi submetida
a agitacdo magnética até que o tanino se dissolvesse completamente. Apos a dissolucao
completa das solucGes de tanino e quitosana, elas foram combinadas e homogeneizadas. Em
seguida, 0,1 g de gelatina foi adicionada a mistura (concentracdo de 0,67% m/v), que foi
mantida em uma estufa a 60 °C até que a gelatina se solubilizasse completamente. A solucao
resultante foi resfriada, sob agitagdo magnética, até atingir a temperatura de 25 °C. Neste
momento, 0,0125 mL de glutaraldeido 50%, (concentragdo de 0,08% v/v), foi adicionado a
mistura. Apds a homogeneizacdo do glutaraldeido, a mistura foi vertida em moldes
cilindricos (diametro 1,2 cm e comprimento 4 cm) e mantida em temperatura ambiente até a
formacdo da estrutura tridimensional. Os processos subsequentes seguiram 0S mesmos
procedimentos descritos na se¢édo 4.2.1. O fluxograma correspondente a esse processo pode
ser visualizado na Figura 18, e as proporcdes utilizadas dos reagentes em relacdo ao volume

total da solucdo (15 mL) estdo disponiveis na Tabela 11.

Tabela 11 - Composicdo dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT),
com variagdo da concentracdo de quitosana

Scaffolds  Especificos Ch% (m/v) Ge% (m/v)  Ga% (viv) Tn% (m/v) Cb% (m/v)
CGT CGT-1 0,67 0,67 0,08 0,17 0
CGT-2 1,33 0,67 0,08 0,17 0

Fonte: Autor



Figura 18 - Fluxograma da sintese dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
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4.3 Intumescimento

Os scaffolds secos foram inicialmente pesados e depois imersos em 25 mL de solucao
tampdo fosfato-salino (phosphate buffered saline (PBS)) presente em recipientes
posteriormente vedados e armazenados em estufa a 37 °C por 24 h. Apds esse tempo, 0s
scaffolds foram retirados dos recipientes e 0 excesso de agua superficial foi removido com
papel filtro (fornecedor J.PROLAB, modelo JP40, gramatura de 80 g/m?). Por fim, esses
materiais foram pesados novamente (LI et al., 2016). A taxa de intumescimento foi
calculada através da equacdo (2) (JIANG et al., 2021). Na Figura 19 esta expresso o

fluxograma do processo de andlise do intumescimento.

A taxa de intumescimento (%) = ((Sf — Si) + Si) x 100 (2)

Sendo:
Sf: massa dos scaffolds iumidos (g);

Si: massa dos scaffolds secos (g).

Figura 19 - Fluxograma da analise de intumescimento
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4.4 Porosidade

A porosidade dos scaffolds foi mensurada através do método de deslocamento de
liquido. O liquido utilizado foi o etanol, pois quando em contato com o scaffold ndo interfere
em sua morfologia. O célculo da porosidade se deu pela razdo do volume de poros dos
scaffolds (V1) e seu volume aparente (V2). Para o calculo de V1, foi determinada a massa
dos scaffolds secos (MO) e a massa do sistema composto por scaffolds imersos em etanol
(Ma). Inicialmente, os scaffolds secos foram pesados e adicionados a uma proveta graduada,
sendo completados com etanol até atingir um volume pré-determinado, neste caso, 5 mL. As
provetas foram vedadas com papel filme para evitar a evaporacdo do etanol e as amostras
foram entdo deixadas em repouso em temperatura ambiente por um periodo de 1 h. Apés
esse intervalo, os materiais foram retirados do etanol e a massa do etanol remanescente foi
determinado (Mb). Para o célculo de V2, uma proveta graduada foi preenchida com o volume
determinado de etanol (5 mL), e a massa do etanol foi medida (M1). O scaffold umido foi
transferido para uma proveta vazia, e o etanol foi adicionado até atingir a marca anterior de
5 mL. Novamente, o sistema scaffold-etanol foi pesado (M2). O calculo foi realizado
conforme as equagdes (3), (4) e (5) (SILVESTRO et al., 2021). Na Figura 20, é apresentado

o fluxograma do processo descrito anteriormente.

V1 = Volume de poros do scaffold = Ma — Mb — MO (3)
V2 = Volume aparente do scaffold = (Ma — Mb) — (M2 — M1) (4)

Porosidade (%) = (V1 +V2) x 100 (5)

Sendo:

Ma: massa do sistema composto por scaffolds imersos em etanol (g);
Mb: massa do etanol remanescente (g);

MO: massa scaffolds secos (Q);

M1: massa do etanol na marca pré-determinada (Q);

M2: sistema scaffold Umido-etanol até marca pré-determinada (g).
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Figura 20 - Fluxograma da anéalise de porosidade
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4.5 Adsorcao de proteinas

Para o teste de adsorcdo de proteinas, primeiramente, preparou-se uma solugdo
diluida de albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin (BSA)) em PBS, com uma
concentragdo de 0,1 g/L. Para isso, pesou-se 0,1 g de BSA e adicionou-se a um baldo
volumétrico de 1 L. Em seguida, verteu-se lentamente a solugdo PBS no baldo volumétrico
até atingir o menisco, agitando delicadamente o contetdo até a completa dissolucao do BSA.

O fluxugrama do processo pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21 - Fluxograma da fabricacdo da solucdo de BSA
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A seguir, os scaffolds foram pesados e adicionados a recipientes contendo 15 mL
dessa solucdo. Os recipientes foram vedados e armazenados em uma estufa por 24 h a uma
temperatura de 37 °C. Apds esse periodo, os scaffolds foram removidos da solucéo e o
sobrenadante foi analisado. Para isso, utilizou-se a solucdo de Bradford para quantificar a
quantidade de proteina adsorvida. Em um recipiente, adicionou-se 0,25 mL da solucdo de
proteina ndo adsorvida e 2 mL da solucdo de Bradford. A mistura foi homogeneizada e
mantida em repouso por 5 min. Em seguida, o material foi analisado em um
espectrofotobmetro UV da marca Bel Engineering, modelo UV-M51, a 595 nm (DEPAN;
MISRA, 2013). Na Figura 22 ¢ possivel verificar o fluxograma do processo descrito. Para o

calculo da quantidade de proteinas adsorvidas foi utilizada a equagéo (6).

Adsorcao de proteinas (mg/g) = ((Ci — Cf) x V) =m0 (6)

Sendo:

Ci: concentragdo inicial da solucéo de BSA (mg/L);
Cf: concentracdo final da solugdo de BSA (mg/L);
V: volume de BSA utilizado para anélise (L);

mO0: massa do scaffold (g) (Xu et al., 2022b).
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Figura 22 - Fluxograma da analise de adsorcéo de proteinas
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Fonte: Autor

4.6 Dissolucao

Para o teste de dissolugdo, iniciou-se pesando os scaffolds secos, que foram
posteriormente adicionados a recipientes de vidro identificados contendo 25 mL de solucao
PBS. Os recipientes foram vedados e incubados a 37 °C por um tempo especifico, sendo 10
e 21 dias. Ap6s o periodo de incubagdo, os materiais foram retirados de seus respectivos
recipientes e submetidos a um processo de lavagem com agua deionizada, realizando-se 10
lavagens a cada intervalo de 5 min. Esse procedimento visou a remocdo dos sais presentes
na solucdo PBS. Por fim, os scaffolds foram submetidos a secagem em uma estufa a uma
temperatura de 60 °C por um periodo de 24 h. Apds a conclusao desse processo, 0s scaffolds
foram removidos da estufa para resfriarem até atingirem a temperatura ambiente e, em
seguida, foram pesados novamente (DOUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022b). O
fluxograma do processo descrito estd contido na Figura 23. A taxa de dissolugéo é calculada
conforme mostrado na equacéo (7) (ALTUNORDU et al., 2023):

Taxa dissolucéo (%) = ((Si — Sf) + Si) x 100 (7)
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Sendo:
Si: massa dos scaffolds antes de serem incubados (Q);

Sf: massa dos scaffolds secos ap6s o periodo de incubacgéo (g).

Figura 23 - Fluxograma da analise de dissolucéo
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Fonte: Autor

4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada utilizando o
microscopio eletrénico de varredura (MEV) da marca TESCAN, modelo Vega 3 XMU. As
amostras dos scaffolds foram preparadas cortando-as na secdo transversal do centro das
amostras. Em seguida, as amostras foram fixadas no suporte adequado e analisadas no
equipamento MEV. As micrografias dos materiais foram adquiridas com um aumento de
60x, permitindo uma visualizacdo detalhada da estrutura e morfologia dos scaffolds. O

fluxograma do processo descrito esta expresso na Figura 24.
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Figura 24 - Fluxograma da analise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
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Fonte: Autor

4.8 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise dos materiais preparados por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) foi conduzida utilizando o espectrémetro PerkinElmer
Frontier (FTIR-UATR). A faixa de analise abrangeu o intervalo de 450 a 4000 cm, sendo
realizadas 16 varreduras. O fluxograma deste processo esté ilustrado na Figura 25.

Figura 25 - Fluxograma da anélise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
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Fonte: Autor
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Scaffolds

As diferentes composi¢des dos scaffolds impactaram em sua aparéncia, conforme
apresentado na Figura 26. Observou-se uma distingdo na coloracéo dos scaffolds GT e CGT
(Figura 26 (C) e (1)), que contém tanino, apresentando uma tonalidade amarronzada,
condizente com a presenca desse composto. Por sua vez, os scaffolds de quitosana pura C1
e C2, Figura 26 (D) e (E) respectivamente, exibiram coloragdo amarelada. Os scaffolds de
G com concentracdo de 0% (v/v) de Ga (Figura 26 (A)) sdo brancos, porém, a medida que
se adiciona glutaraldeido, conforme exibido na Figura 26 (B), nos scaffolds 1, 2, 3 e 4, com
concentragcdes crescentes de 0,17% (v/v), 0,33% (v/v), 0,67% (v/v) e 1,67% (Vv/v),
respectivamente, os scaffolds assumem coloragdo amarelada. Os scaffolds de quitosana e
gelatina CG1, CG2 e CG3 também apresentaram variagdo de coloracdo (Figura 26 (F), (G)
e (H), respectivamente). Nota-se, entretanto, que os scaffolds CG1 e CG2 (Figura 26 (F) e
(G), respectivamente) exibiram uma diferenca na aparéncia entre o interior e o exterior. O
interior apresentou coloracdo amarelada, enquanto o exterior mostrou uma tonalidade mais

clara, proxima ao branco.

Figura 26 - Scaffolds (A) G 0% (v/v) de Ga, (B) G variando Ga, 1, 2, 3 e 4, correspondem a 0,17% (v/v),
0,33% (v/v), 0,67% (v/v) e 1,67% (v/v), respectivamente, (C) GT, (D) C1, (E) C2, (F) CGL, (G) CG2, (H)
CG3e(l)CGT
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(A) (B) (© (D)
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(E) (F) (G) (H) ¢y

Fonte: Autor
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Os scaffolds exibidos na Figura 26, com exce¢cdo dos scaffolds de gelatina
apresentados nas Figura 26 (A) e (B), haviam sido submetidos aos processos de lavagem e
secagem em estufa a 60 °C por 24 h. E valido salientar que os scaffolds de gelatina ndo foram
submetidos ao processo de lavagem devido a elevada degradacao apresentada, Figura 27,

quando submetidos aos processos de lavagem.

Figura 27 - (A) Aspecto dos scaffolds G durante a lavagem com hidrdxido de s6dio e (B) Aspectos dos
scaffolds G ap6s a lavagem com boro-hidreto de sodio

Aspecto dos scaffolds de gelatina Aspecto dos scaffolds de gelatina apods
durante a primeira etapa de lavagem em a segunda etapa de lavagem em solugdo
solu¢do de hidroxido de sodio a 2% de boro-hidreto de sédio a 5% (m/v)
(m/v) para a neutralizagao do acido para neutralizagao do glutaraldeido.
acético.

Fonte: Autor

5.2 Analises

No ambito deste estudo, foram conduzidas analises de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), intumescimento, porosidade,
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), adsorcdo de proteinas e dissolucdo, em uma
variedade de scaffolds, com o objetivo de investigar os efeitos das variacBes nos
componentes e concentragbes sobre as propriedades desses materiais. Abaixo estd
apresentada a relacdo entre os tipos de scaffolds e os aspectos especificos examinados nos

testes:
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a) scaffolds de gelatina (G): foram analisados, quando aplicavel, os efeitos das
variacdes na concentracdo de glutaraldeido sobre as propriedades dos scaffolds;

b) scaffolds de gelatina e tanino (GT): foi investigado o impacto do teor de tanino nos
scaffolds de gelatina;

c) scaffolds de quitosana (C1): as anélises abordaram as consequéncias das variages
na concentracao de glutaraldeido sobre as propriedades dos scaffolds;

d) scaffolds de quitosana (C2): foram examinados os efeitos das variacbes na
concentracdo de quitosana nas propriedades dos scaffolds;

e) scaffolds de quitosana e gelatina (CG1): as andlises focalizaram os efeitos das
variacdes na concentracdo de glutaraldeido nas propriedades dos scaffolds;

f) scaffolds de quitosana e gelatina (CG2): foram investigados os efeitos das variacdes
na concentracao de gelatina nas propriedades dos scaffolds;

g) scaffolds de quitosana, gelatina e tanino (CGT): foi examinado o impacto das
variagdes na concentracdo de quitosana nas propriedades dos scaffolds;

h) comparativo entre os scaffolds CG2-1 e CG3-1: foi analisado o efeito do aumento da
concentracdo de quitosana em scaffolds compostos por quitosana e gelatina;

i) comparativo entre os scaffolds CG3-1 e CGT-2: as analises exploraram os efeitos da
adicdo de tanino aos scaffolds, considerando uma concentracdo de quitosana de
0,67% (m/v);

j) comparativo entre os scaffolds CG2-1 e CGT-1: foram examinados os efeitos da
adicdo de tanino aos scaffolds, considerando uma concentracdo de quitosana de
1,33% (m/v).

5.3 Caracterizagdo dos scaffolds de quitosana, gelatina, quitosana/gelatina,
gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-

glutaraldeido

5.3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma

técnica analitica de grande relevancia na caracterizacdo e analise de materiais, pois
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possibilita a identificacdo da composi¢do de uma variedade de compostos, além de fornecer
informagdes sobre suas intera¢des quimicas (DEPCIUCH et al., 2023).

A técnica de espectroscopia infravermelha (FTIR) foi empregada para a
caracterizagdo das propriedades estruturais das matérias-primas e das interacdes presentes
nos scaffolds G, GT, C1, C2, CG1, CG2, CG3 e CGT. Para tanto, utilizou-se um

espectrofotdmetro PerkinElmer Frontier (FTIR-UATR) para a realizacdo das analises.

Ao analisar o espectro de infravermelho dos scaffolds de gelatina G (Figura 28), é
possivel identificar a presenca da gelatina por meio de seus numeros de onda caracteristicos
(Tabela 12). O grafico exibe uma banda larga na faixa dos 3700 a 3000 cm'%, correspondente
as vibracOes da amida A (3290 cm™) e amida B (3080 cm™). Essas bandas indicam a
presenca das ligacGes mais alongadas do grupo N — H, somadas as ligacGes de hidrogénio
(VENKATESAN et al., 2023). Além disso, observa-se a presenca dos seguintes picos: o
pico em 1627 cm, relacionado a ligagdo C = O (amida I); o pico em 1539 cm™, associado
a ligacdo H — N (amida I1); o pico em 1333 cm, correspondente a ligagdo H — N (amida
I11); e 0 pico em 1028 cm™, relacionado ao alongamento da ligagio C — O — C (ECHAVE et
al., 2022; LUKIN et al., 2023; MOGHANIAN et al., 2023; NACU et al., 2023).
Adicionalmente, os picos em 2925 cm™ e 1081 cm™ caracterizam as ligacées C —H e C —
O, respectivamente (VENKATESAN et al., 2023).

Tabela 12 - Relacdo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho nos scaffolds de gelatina pura (G)

NUmero de onda (cm™)  Grupo funcional

3290 Amida A
3080 Amida B
2925 C-H
1627 Amida |
1539 Amida Il
1333 Amida 11
1081 c-0
1028 c-0-C

Fonte: Autor
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Figura 28 - Espectroscopia de infravermelho dos scaffolds de gelatina pura (G): G-1 (0% (v/v) Ga), G-2
(0,17% (v/v) Ga), G-3 (0,33% (v/v) Ga), G-4 (0,67% (v/v) Ga) e G-5 (1,67% (v/v) Ga)

.\/ ] /\/\W\P [
g N ™
e \
< " ,
R — )
= AT l\ Y
N c
L NaA G-3
s = a R g < G-4
i A G-5

! I I v I v 1 1 ! I !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ntmero de onda (cm™)

Fonte: Autor

Os espectros dos scaffolds de gelatina e tanino (GT), expresso na Figura 29, revela a
presenca de picos caracteristicos tanto da gelatina quanto do tanino. A banda larga na faixa
dos 3700 a 3000 cm™ ¢ relacionada as vibragdes da amida A (3280 cm™) e amida B (3075
cm™), indicando as ligagbes mais alongadas do grupo N — H, associadas a formagéo de
ligacBes de hidrogénio (VENKATESAN et al., 2023). No entanto, o pico em 3280 cm™
também pode estar associado ao alongamento — OH das estruturas fendlicas presentes no
tanino (BLYWEERT et al., 2023). Além disso, 0 pico em 2934 cm caracteriza as vibragdes
do alongamento do C — H, presentes tanto na gelatina quanto no tanino (HAN et al., 2022;
IRMAN et al., 2022; VENKATESAN et al., 2023). Os picos em 1635 cm™ e 1534 cm™ estdo
relacionados a ligacdo C = O (amida I) e a ligagdo H — N (amida I1), respectivamente,
presentes na gelatina (ECHAVE et al., 2022; LUKIN et al., 2023; MOGHANIAN et al.,
2023; NACU et al., 2023). Entretanto, a presenca conjunta dos trés picos em 1635 cm™,
1534 cm™ e 1448 cm™ sdo caracteristicas da vibragdo de alongamento do anel aromatico
presente no tanino. O pico em 1387 cm ¢ atribuido a vibragio de alongamento fendlico de

— OH do tanino (HAN et al., 2022). O pico em 1334 cm corresponde a ligagdo H — N (amida
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I11), presente na gelatina (ECHAVE et al., 2022; LUKIN et al., 2023; MOGHANIAN et al.,
2023; NACU et al., 2023). Os picos em 1155 cm™ e 1124 cm™ foram produzidos pelo
alongamento da ligacdo C — O aromatico e da vibracdo de alongamento da ligacdo C — O do
éter alifatico, respectivamente, ambos associados ao tanino (HAN et al., 2022). O pico em
1028 cm™ pode ser associado tanto ao alongamento da ligagdo C — O — C da gelatina quanto
do tanino (ECHAVE et al., 2022; LUKIN et al., 2023; MOGHANIAN et al., 2023; NACU
et al., 2023; HAN et al., 2022). A banda situada entre 840 cm™ a 614 cm™ foi causada por
vibracGes de deformacéo fora do plano de ligacdes C — H do anel aromaético (HAN et al.,

2022). A Tabela 13 apresenta um resumo dos dados de espectroscopia.

Tabela 13 - Relagéo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho nos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (GT)

NUmero de onda (cm™)  Grupo funcional

3280 Amida A (gelatina); — OH (tanino)

3075 Amida B (gelatina)

2934 C — H (gelatina e tanino)

1635 C = 0O (amida I) (gelatina)

1534 H — N (amida Il) (gelatina)

1625, 1534 e 1448 Alongamento do anel aromatico (tanino)
1387 Alongamento fendlico de — OH (tanino)
1334 H — N (amida I11) (gelatina)

1155 Alongamento C — O aromatico (tanino)
1124 Alongamento C — O éter alifatico (tanino)
1028 C — O - C (gelatina e tanino)

614-840 Deformacdo fora do plano de ligages C —

H insaturadas do anel aromético (tanino)

Fonte: Autor
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Figura 29 - Espectroscopia de infravermelho nos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido (GT): GT-1 (0,17% (m/v) Tn), GT-2 (0,33% (m/v) Tn), GT-3 (0,50% (m/v) Tn), GT-4 (0,67%
(m/v) Tn) e GT-5 (0,83% (m/v) Tn)
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Fonte: Autor

Ao analisar o espectro de espectroscopia infravermelha (FTIR) dos scaffolds de
quitosana pura C1 e C2, representados na Figura 30, é possivel identificar caracteristicas
espectrais tipicas da quitosana. O espectro apresenta diversas bandas e picos que sao
indicativos de grupos funcionais especificos presentes na estrutura da quitosana. Entre os
principais, destacam-se a banda ampla de absorgéo entre 3500 e 3000 cm™%, com um pico
proeminente em 3328 cm, correspondente as frequéncias de estiramento das ligagdes —OH
e —NH. Essas vibragdes sdo caracteristicas dos grupos hidroxila e amina presentes na
quitosana. As bandas em 2926 cm™ e 2865 cm™, que sdo atribuidas aos estiramentos
simétrico e assimétrico das ligagdes C — H na quitosana. O pico em 1642 cm™,
correspondente a vibracdo de estiramento da carbonila (C = O) da amida | presente na
quitosana. O pico em 1567 cm™, relacionado a curvatura do grupo amino (-NH) da amida Il
na estrutura da quitosana. Os picos situados entre 1313 cm™ e 1450 cm™, associados as
vibrac6es de grupos hidroxila (-OH) e grupos metila (—CH) presentes no anel da quitosana.
A vibragéo de estiramento C — O da estrutura do sacarideo, esta refletida nas bandas de
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absorcdo em 896 cm™ e uma curva mais ampla em torno de 1024 cm. Essas bandas e picos
caracteristicos da quitosana no espectro FTIR confirmam a presenca desse polissacarideo
nos scaffolds C1 e C2 (RESSLER et al., 2023; SANDOMIERSKI et al., 2022). Na Tabela

14, estdo expostos resumidamente os dados das bandas e picos dos scaffolds C1 e C2.

Tabela 14 - Relagéo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho nos scaffolds de quitosana pura (C1 e C2)

NUmero de onda (cm™)  Grupo funcional

3328 —-OH e -NH

2926 C — H (estiramento simétrico)

2865 C — H (estiramento assimétrico)

1642 C=0 (amidal)

1567 H — N (amida II)

1313 a 1450 Hidroxila (—OH) e grupos metila (—CH) presentes no anel da
quitosana

896 e 1024 C — O (estiramento)

Fonte: Autor
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Figura 30 - Espectroscopia de infravermelho nos scaffolds de quitosana pura C1: C1-1 (1,67% (v/v) Ga), C1-
2 (3,33% (v/v) Ga), C1-3 (5% (v/v) Ga), C1-4 (6,67% (v/v) Ga), C1-5 (10% (v/v) Ga) e C1-6 (13,33% (v/Vv)
Ga); e C2: C2-1 (0,67% (m/v) Ch) e C2-2 (1,33% (m/v)
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Fonte: Autor

Ao analisar o espectro de infravermelho dos scaffolds de gelatina e quitosana CG1,
CG2 e CG3 (Figura 31) e compara-lo com os gréaficos gerados pelos scaffolds de gelatina
pura (G) e quitosana pura (C1 e C2) (Figuras 28 e 30, respectivamente), é possivel constatar
que os picos e bandas observados nos espectros FTIR dos scaffolds CG1, CG2 e CG3 sdo
consistentes com as vibracgdes caracteristicas das ligagdes e grupos funcionais presentes na
gelatina e na quitosana, conforme demonstrado nas referéncias espectrais dos scaffolds de
gelatina pura (G) e quitosana pura (C1 e C2).

A Tabela 15 apresenta 0s picos observados nos espectros dos scaffolds CG1, CG2 e
CG3, assim como seus correspondentes compostos identificados. Essa tabela resume as
principais informagdes espectrais dos scaffolds hibridos, evidenciando a coexisténcia de

gelatina e quitosana em sua composiGao.
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Tabela 15 - Relacdo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho nos scaffolds hibridos de quitosana e gelatina (CG1, CG2 e CG3)

NUmero de onda (cm™)  Grupo funcional

3290 —OH e —NH (quitosana) e Amida A (gelatina)

3080 Amida B (gelatina)

2926 C — H (estiramento simétrico) (quitosana e gelatina)

2849 C — H (estiramento assimétrico) (quitosana)

1625 C = O (amida I) (quitosana e gelatina)

1544 H — N (amida Il) (quitosana e gelatina)

1337 Amida 111 (gelatina)

1337 a 1444 Hidroxila (—OH) e grupos metila (—CH) presentes no anel da
quitosana

899 a 1075 C — O (estiramento) (quitosana e gelatina)

Fonte: Autor

Figura 31 - Espectroscopia de infravermelho nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina CG1: CG1-1
(0,17% (v/v) Ga), CG1-2 (0,33% (v/v) Ga), CG1-3 (0,67% (v/v) Ga) e CG1-4 (1,67% (v/v) Ga); e CG2:
CG2-1 (0,67% (m/v) Ge), CG2-2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2-3 (2% (m/v) Ch)
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Ao analisar o espectro de infravermelho dos scaffolds de quitosana, gelatina e tanino
(CGT) na Figura 32, é possivel identificar os picos e bandas que evidenciam a presenca dos
trés compostos, os quais ja foram previamente identificados nos graficos das Figuras 28, 29,
30 e 31, bem como nas tabelas 11, 12, 13 e 14. Adicionalmente, é evidente que tanto a
gelatina quanto a quitosana apresentam um grande nimero de picos e bandas similares, uma
vez que compartilham ligagfes quimicas e estruturas semelhantes. O tanino mostra certa
convergéncia com a quitosana e a gelatina em alguns pontos, devido a caracteristicas
compartilhadas entre esses compostos. No entanto, o tanino também apresenta um elevado
nimero de bandas e picos exclusivos de sua propria estrutura quimica, que diverge

significativamente dos outros componentes presentes nos scaffolds CGT.

A Tabela 16 apresenta de forma conjunta 0s picos e suas respectivas atribuicdes aos

compostos presentes no scaffold CGT.

Tabela 16 - Relacéo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido
(CGT)

NUmero de onda (cm™)  Grupo funcional

3297 —OH e —NH (quitosana), Amida A (gelatina) e —OH (tanino)

2922 C — H (estiramento simétrico) (quitosana, gelatina e tanino)

2853 C — H (estiramento assimétrico) (quitosana)

1633 C = O (amida I) (quitosana e gelatina)

1537 H — N (amida II) (quitosana e gelatina)

1499, 1537 e 1625 Alongamento do anel aromatico (tanino)

1375 Alongamento fendlico de —OH (tanino)

1319 H — N Amida Il (gelatina)

1319 a 1415 Hidroxila (—OH) e grupos metila (—~CH) presentes no anel da quitosana
1150 Alongamento C — O aromatico (tanino)

892 a 1055 C — O (estiramento) (quitosana, gelatina e tanino)

557 a 892 Deformacéo fora do plano de ligagdes C — H insaturadas no esqueleto do

anel aromatico (tanino)

Fonte: Autor
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Figura 32 - Espectroscopia de infravermelho nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido (CGT): CGT-1 (0,67% (m/v) Ch) e CGT-2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor
5.3.2 Intumescimento

O intumescimento é uma propriedade fundamental dos scaffolds, determinando sua
capacidade em absorver fluidos. Essa capacidade é influenciada por diversos fatores,
incluindo a porosidade do material, a interconexdo entre 0s poros, as caracteristicas fisico-
quimicas da matéria-prima utilizada em sua sintese e as propriedades de superficie, como a
hidrofilicidade. Além disso, € comum expressar a capacidade de intumescimento em forma
de taxa. A taxa de intumescimento representa a velocidade ou proporgdo com que um

material absorve/absorveu fluidos ao longo do tempo (ABDIAN et al., 2023).

Os scaffolds fabricados a partir de polimeros naturais demonstram maior tendéncia a
intumescer quando expostos a fluidos bioldgicos. Esse intumescimento inicial é benéfico
para a adesdo e crescimento celular devido ao aumento do tamanho dos poros. No entanto,
um intumescimento continuo pode comprometer a estabilidade mecanica dos scaffolds

(ZHANG et al., 2023c). O intumescimento dos scaffolds se faz essencial para a manutengéo
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das células ali presentes, proporcionando fluxo de nutrientes, oxigénio e residuos (OLAD;
BAKHT KHOSH HAGH, 2019).

Em scaffolds destinados a cicatrizacdo de feridas por exemplo, a andlise da
capacidade de intumescimento é essencial pois permite avaliar a estabilidade estrutural
desses materiais quando em contato com o exsudato presente na ferida e seu devido
gerenciamento. O acumulo excessivo desse liquido pode facilitar o crescimento de bactérias,
levando ao desenvolvimento de infeccGes e contribuindo para a cronicidade da ferida
(LINJU; REKHA, 2023). Portanto, um curativo com boa capacidade de absorcdo de agua
desempenha um papel importante na inibicdo do crescimento bacteriano e cria um ambiente
umido para a cicatrizacdo (NASIRI; AHMADI; AFSHAR-TAROMI, 2023).

O teste de intumescimento foi conduzido em duplicata utilizando amostras de
scaffolds imersas em 25 mL de solu¢do PBS a 37 °C por um periodo de 24 h. As Figuras 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 e 41 apresentam os resultados da taxa média de intumescimento
para 0s seguintes grupos de amostras: scaffolds de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido
(GT), quitosana (C1 e C2), quitosana/gelatina (CG1 e CG2), e quitosana/gelatina/xerogel de
tanino-glutaraldeido (CGT). Além disso, as figuras também exibem as comparacdes entre 0s
scaffolds CG2-1 e CG3-1, CG3-1 e CGT-2, CG2-1 e CGT-1, respectivamente, bem como o
impacto das variacdes nos reagentes utilizados (glutaraldeido, quitosana, gelatina e tanino)

nos resultados obtidos.

Nédo foi possivel avaliar o efeito da concentracdo de glutaraldeido na taxa de
intumescimento de scaffolds de gelatina (G), uma vez que as amostras nao suportaram a

etapa de remocao de residuos do glutaraldeido ndo reagido.

Assim, com o intuito de aumentar a estabilidade da matriz, adicionou-se tanino
durante a etapa de reticulacdo do gel. O aumento do teor de tanino (scaffolds GT — Figura
33) de 0,17% a 0,33% acarretou a reducéo da taxa de intumescimento de 980%+55% para
577%z= 11%. Um aumento adicional no teor de tanino ndo afetou significativamente a taxa

de intumescimento da matriz.

A reducdo da taxa de intumescimento dos scaffolds GT com o aumento da
concentracdo de tanino pode ser atribuida as interagfes entre os compostos fendlicos
presentes no tanino e os grupos funcionais disponiveis na gelatina, o que resulta na

reticulacdo das cadeias de gelatina. Essas interacbes promovem a formacdo de ligacdes
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cruzadas entre as cadeias de gelatina, resultando em uma estrutura mais estavel e menos
suscetivel a absorcdo de 4gua (ETXABIDE et al., 2022).

Além disso, verificou-se que o aumento adicional da concentracdo de tanino nao teve
efeito significativo na taxa média de intumescimento. 1sso sugere que os grupos funcionais
disponiveis na gelatina ja tenham interagido com os grupos fenoélicos do tanino, alcangando
uma saturacdo na solucdo (RUSSEL, 1994). Nesse ponto, a adi¢cdo de mais tanino ndo resulta

em novas interacdes ou reticulacdes, levando a uma estabilizacdo da taxa de intumescimento.

Figura 33 - Taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido
(GT): GT-1(0,17% (m/v) Tn), GT-2 (0,33% (m/v) Tn), GT-3 (0,50% (m/v) Tn), GT-4 (0,67% (m/v) Tn) e
GT-5 (0,83% (m/v) Tn)
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Fonte: Autor

Os resultados dos testes de intumescimento demonstraram que nos scaffolds C1
(Figura 34), o aumento da concentracao de glutaraldeido de 1,67% a 13,33% levou a reducao
progressiva da taxa de intumescimento de 938% + 20% para 226% * 11%, respectivamente.
A reducdo da capacidade de intumescimento da matriz polimérica pode ser atribuida ao
bloqueio de parte dos grupos funcionais na etapa de reticulacdo com glutaraldeido, uma vez
que a quitosana possui grupos funcionais hidrofilicos com alta capacidade de absorcéo de
agua (OLAD; BAKHT KHOSH HAGH, 2019).
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Figura 34 - Taxa média de intumescimento dos scaffolds de quitosana pura (C1): C1-1 (1,67% (v/v) Ga), C1-
2 (3,33% (v/v) Ga), C1-3 (5,00% (v/v) Ga), C1-4 (6,67% (v/v) Ga), C1-5 (10,00% (v/v) Ga) e C1-6 (13,33%
(v/v) Ga)
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Fonte: Autor

O aumento da concentragdo de quitosana nos scaffolds de quitosana (notagdo C2 —
Figura 35), de 0,67% a 1,33%, resultou na reducdo da taxa de intumescimento, de 938% +
20% para 782% * 18%, respectivamente. Na pesquisa realizada por Si et al. (2019), foi
observado um comportamento semelhante em scaffolds hibridos de quitosana/colageno, no
qual o aumento da concentracdo de quitosana resultou na redugédo do intumescimento. Foi
constatado que o scaffold contendo 10% de quitosana apresentou uma taxa de
intumescimento de 182,7%, enquanto os scaffolds com concentracBes de quitosana de 50%,
70% e 90% apresentaram taxas de intumescimento inferiores a 50%, ap6s 2 h de incubacéo
a37°C.

O aumento na concentracdo de quitosana, embora aumente a presenca de grupos
funcionais hidrofilicos com afinidade pela &gua, culmina na formacdo de uma estrutura
polimérica mais densa. Com isso essa estrutura pode torna-se menos suscetivel a absorcao
de agua, provocando possivelmente a reducdo na capacidade de intumescimento dos
scaffolds (HSIEH; LIAU; LI, 2015).
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Figura 35 - Taxa média de intumescimento dos scaffolds de quitosana pura (C2): C2-1 (0,67% (m/v) Ch) e
C2-2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

No caso dos scaffolds CG1 (Figura 36) o aumento da concentracdo de glutaraldeido
de 0,17% a 1,67% ocasionou um ligeiro aumento na taxa de intumescimento, sendo a

variacdo dessa taxa de 600% + 13% a 775% =* 28%, respectivamente.

Figura 36 - Taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG1-1
(0,17% (v/v) Ga), CG1-2 (0,33% (v/v) Ga), CG1-3 (0,67% (v/v) Ga) e CG1-4 (1,67% (v/v) Ga)
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Fonte: Autor
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Enquanto o aumento da concentracdo de gelatina nesses scaffolds (notagdo CG2 —
Figura 37) ndo afeta significativamente a taxa de intumescimento, variando entre 600% +
13% a 689% + 29% nas concentracdes 0,67% a 2%, respectivamente. Ambos os resultados
sdo contraintuitivos, uma vez que o aumento da quantidade de glutaraldeido deveria resultar
em uma menor disponibilidade de grupos funcionais hidrofilicos presentes na quitosana e na
gelatina, enquanto a maior quantidade de gelatina deveria resultar em maior disponibilidade
de pontes de hidrogénio (responsaveis pela absorcdo de agua) formadas entre moléculas de
agua, acido carboxilico e grupos amino (OLAD; BAKHT KHOSH HAGH, 2019).

Figura 37 - Taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG2-1
(0,67% (m/v) Ge), CG2-2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2-3 (2,00% (m/v) Ge)
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Fonte: Autor

Nos scaffolds CGT, a variacdo da concentracdo de quitosana entre 0,67% e 1,33%
resultou em um aumento na taxa média de intumescimento, passando de 1380% + 89% para
1659% + 105%, como mostrado na Figura 38.
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Figura 38 - Taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido (CGT): CGT-1 (0,67% (m/v) Ch) e CGT-2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Essa mesma tendéncia foi observada na comparagdo dos scaffolds CG2-1 e CG3-1
(Figura 39), nos quais a taxa média de intumescimento aumentou de 600% + 13% para
1873% + 60%, quando a concentracdo de quitosana também variou de 0,67% a 1,33%. No
estudo conduzido por Xu et al. (2021), foram obtidos resultados semelhantes. Ao aumentar
a quantidade de quitosana nos scaffolds de 1 g para 2 g, a taxa de intumescimento aumentou
de 617% para 944% ap06s 4 horas de imersdo em solucéo PBS a 37 °C.

Nesse contexto, os resultados obtidos podem ser associados aos grupos hidrofilicos
existentes na quitosana. A medida em que sua concentracao é aumentada, hd uma ampliacéo
correspondente na disponibilidade desses grupos com afinidade pela dgua. Isso, por sua vez,

promove uma melhoria na capacidade de intumescimento do scaffold.

Adicionalmente, os resultados obtidos com a variacao da concentracdo de quitosana
nos scaffolds CGT, CG2-1 e CG3-1 diferem dos observados nos scaffolds C2, onde o
aumento da concentracdo dessa substancia levou a uma leve reducdo na taxa média de
intumescimento. Essa variacdo se deve possivelmente as diferentes formulagdes dos
scaffolds. Apesar dos scaffolds apresentarem proporcoes parecidas de quitosana, os scaffolds
C2 foram sintetizados com uma concentragdo de 1,67% de glutaraldeido, enquanto os CGT-
1, CGT-2, CG2-1 e CG3-1 foram preparados com 0,08% (v/v).

Nesse cenario, é possivel deduzir que, em uma situagdo caracterizada por menor

concentragdo de glutaraldeido, a incorporagdo de quitosana aos scaffolds promove um
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aumento na capacidade de intumescimento. Esse incremento é resultado da disponibilidade
mais ampla de grupos funcionais hidrofilicos que ainda néo reagiram com o glutaraldeido.
Entretanto, em scaffolds fabricados com concentracGes mais elevadas de glutaraldeido, que
pode estar em excesso, 0 aumento na concentracdo de quitosana provavelmente induz a
reacdo entre seus grupos hidrofilicos e as moléculas remanescentes de glutaraldeido. Essa
interacéo propicia uma reticulagéo mais significativa do scaffold, juntamente com o aumento

na densidade do polimero, o que reduz a capacidade de intumescimento.

Figura 39 - Comparacéo da taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de quitosana e gelatina
CG2-1 (0,67% (m/v) Ch) e CG3-1 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG3-1 e CGT-2 (Figura 40), nos quais a Unica diferenca
na composicdo é a adicdo de 0,17% de tanino aos scaffolds CGT-2, foi observada uma leve
reducdo na taxa de intumescimento de 1873% * 60% para 1659% + 105%. Esses resultados
estdo em consonancia com os observados nos scaffolds GT, em que a inclusdo de tanino
também resultou em uma reducdo na taxa média de intumescimento, passando de 980% +

55% para 577% = 11% quando a concentracdo de tanino variou de 0,17% para 0,33%.
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Figura 40 - Comparacéo da taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG3-
1) e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-2), com concentracdo de quitosana de 0,67%
(miv)
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Fonte: Autor

Por outro lado, ao comparar os scaffolds CG2-1 e CGT-1 (Figura 41), nos quais a
principal diferenca também foi a adicdo de tanino, observou-se um significativo aumento na
taxa média de intumescimento. Nos scaffolds CG2-1, sem adi¢do de tanino, a taxa média de
intumescimento foi de 600% * 13%, enquanto nos scaffolds CGT-1, com a adi¢éo de 0,17%

de tanino, a taxa de intumescimento elevou-se para 1380% + 89%.

Este resultado € contraintuitivo, uma vez que ao adicionar o tanino, ocorre a
reticulacdo da cadeia, através da interacdo dos grupos fenolicos do tanino com 0s grupos
funcionais dos demais compostos, 0 que estabiliza a rede polimérica e dificulta a
permeabilidade de fluidos e consequentemente sua absorcdo, impactando na taxa de
intumescimento (ETXABIDE et al., 2022).



109

Figura 41 - Comparacéo da taxa média de intumescimento dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2-
1) e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-1), com concentragdo de quitosana de 1,33%
(m/v)
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Fonte: Autor

Xu et al. (2021), reportaram uma variagdo da taxa de intumescimento de 299% a
1300% para scaffolds de quitosana/gelatina. Assim, as taxas de intumescimento observadas
no presente estudo estdo compativeis com as observadas para scaffolds contendo quitosana

e gelatina na literatura.

Além disso, verificou-se que scaffolds feitos exclusivamente de quitosana nédo
apresentaram formacao de gel com uma concentracdo de glutaraldeido inferior a 1,67%. No
entanto, ao adicionar gelatina aos scaffolds de quitosana, foi possivel reduzir a concentracdo
de glutaraldeido para 0,08%. Esse resultado é benéfico, considerando que o glutaraldeido
tem propriedades citotoxicas, sendo desejavel minimizar sua presenca em aplicacdes

biomédicas.

5.3.3 Porosidade

A porosidade é um elemento crucial na engenharia de tecidos, desempenhando um
papel indispensavel ao permitir a migracdo celular através da estrutura do scaffold, bem
como facilitar a oxigenacdo celular, a difusdo de nutrientes e a remocao de produtos

residuais. Adicionalmente, é relevante enfatizar que a porosidade exerce uma influéncia
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direta na érea superficial do material, que, por sua vez, tem um impacto direto na adesao
celular e na resisténcia mecénica do scaffold (BAPTISTA; GUEDES, 2021). Contudo, é
necessario encontrar um equilibrio adequado na taxa de porosidade, uma vez que niveis
excessivamente altos podem comprometer a estabilidade mecénica dos scaffolds, enquanto
taxas muito baixas podem prejudicar a proliferagéo celular e a permeabilidade, dificultando
a disponibilidade de nutrientes e a formacdo de vasos sanguineos (ZHANG et al., 2022).
Para scaffolds destinados a regeneracdo tecidual, a faixa de porosidade deve estar entre 60%
e 90% (INDRA et al., 2023). O metodo utilizado para analisar a porosidade no presente
trabalho foi o de deslocamento liquido, usado para avaliar a porosidade aberta dos materiais
(KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

N&o foi possivel determinar a porosidade de scaffolds de gelatina devido a sua
elevada taxa de dissolucdo. No entanto, a adigéo de tanino aos scaffolds GT (Figura 42),
provocou reducéo na taxa de porosidade, sendo a variagdo observada de 69% * 3% para 59%

+ 3%, para um aumento na quantidade de tanino de 0,17% a 0,33%, respectivamente.

Figura 42 - Taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido
(GT): GT-1(0,17% (m/v) Tn), GT-2 (0,33% (m/v) Tn), GT-3 (0,50% (m/v) Tn), GT-4 (0,67% (m/v) Tn) e
GT-5 (0,83% (m/v) Tn)
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Fonte: Autor

Conforme apresentado na Figura 43, a introducdo de glutaraldeido nos scaffolds C1

tem efeito significativo na porosidade do material. Um aumento de 1,67% para 3,33% na
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quantidade de glutaraldeido em solugdo, resulta num aumento de 78% + 4% para 96% + 1%
na porosidade da matriz. Um aumento adicional no teor de glutaraldeido ndo gera variacao
significativa na porosidade do material. Doustdar et al. (2022b), encontraram resultados
semelhantes para scaffolds de quitosana/nanocristal de celulose. Em seu estudo os autores
observaram que os scaffolds sintetizados sem glutaraldeido apresentaram uma porosidade
de 88,64%, enquanto os scaffolds com uma concentracdo de 1% (p/p) de glutaraldeido

exibiram porosidade de 93,34%. Portanto, a adi¢do de glutaraldeido aumentou a porosidade.

Figura 43 - Taxa média de porosidade dos scaffolds de quitosana pura (C1): C1-1 (1,67% (v/v) Ga), C1-2
(3,33% (v/v) Ga), C1-3 (5,00% (v/v) Ga), C1-4 (6,67% (v/v) Ga), C1-5 (10,00% (v/v) Ga) e C1-6 (13,33%
(v/v) Ga)
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Fonte: Autor

O aumento da concentracdo de quitosana nos scaffolds C2 (Figura 44) ndo resultou
em alteragGes significativas na porosidade do material. Os scaffolds fabricados com 0,67%
(m/v) de quitosana demonstraram uma taxa de porosidade de cerca de 78% * 4%, enquanto
os scaffolds com 1,33% (m/v) de quitosana apresentaram um resultado praticamente
idéntico, com 78% £ 3%, exibindo uma variacdo minima no erro. Na pesquisa conduzida
por Sl et al. (2019), foram observados resultados semelhantes em relacéo a porosidade dos
scaffolds. Os autores constataram que 0 aumento da concentracdo de quitosana em scaffolds
hibridos de quitosana/colageno, resultou em uma variagdo minima na porosidade. No estudo,

scaffolds contendo 10% e 50% de quitosana exibiram uma porosidade préxima a 85%,
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enquanto aqueles com 70% e 90% de quitosana apresentaram uma porosidade aproximada
de 90%.

Figura 44 - Taxa média de porosidade dos scaffolds de quitosana pura (C2): C2-1 (0,67% (m/v) Ch) e C2-2
(1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Para scaffolds CG1 (Figura 45), a elevacdo do teor de glutaraldeido de 0,17% a 1,67%
resulta no aumento da porosidade, de 45% + 3% para 80% =+ 2%, respectivamente. Conforme
citado anteriormente, Doustdar et al. (2022b), encontrou resultados similares em seus
estudos de scaffolds de quitosana e nanocristais de celulose, onde a adi¢do de 1% (p/p) de
glutaraldeido aumentou a porosidade de 88,64% para 93,34%, em comparagdo com 0

scaffold sem glutaraldeido.
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Figura 45 - Taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG1-1 (0,17%
(v/v) Ga), CG1-2 (0,33% (v/v) Ga), CG1-3 (0,67% (v/v) Ga) e CG1-4 (1,67% (v/v) Ga)
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Fonte: Autor

Os scaffolds de CG2 (Figura 46) apresentaram reducgéo da porosidade (68% + 1%
para 54% =+ 1%) com o aumento da concentracdo de gelatina (0,67% a 2%). No estudo de
Wang et al. (2021), foi observado um comportamento parecido, em scaffolds hibridos de
carboneto de boro/gelatina, onde a adigéo de gelatina em concentragdes de 0% (p/p), 1%
(p/p), 2% (p/p), 3% (p/p) e 5% (p/p) resultou em uma reducdo na porosidade de 74,53% =+
1,53% para 74,17% + 2,15%, 73,99% + 1,72%, 73,72% * 2,37% e 73,27% % 1,94%,

respectivamente.



114

Figura 46 - Taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG2-1 (0,67%
(m/v) Ge), CG2-2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2-3 (2,00% (m/v) Ge)
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Fonte: Autor

Nos scaffolds CGT (conforme Figura 47), o0 aumento da concentracdo de quitosana
de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v) resultou em uma reducdo da taxa média de porosidade,
diminuindo de 81% + 1% para 72% + 1%. Esses resultados sdo consistentes com 0s
resultados obtidos no estudo por Tien et al. (2022), que investigaram nanofibras hibridas de
quitosana/poli(6xido de etileno). Nesse estudo, concentragdes de quitosana de 95%, 90%,
80%, 70% e 30% exibiram porosidade de aproximadamente 33%, 44%, 52%, 57% e 75%,
respectivamente. A porcentagem de porosidade nesses estudos foi calculada utilizando o

método de densidade aparente.
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Figura 47 - Taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido (CGT): CGT-1 (0,67% (m/v) Ch) e CGT-2 (1,33% (m/v) Ch)

. CGT

,

ey

==}
(=1
1

~)
oo
1

~1
(=]
1

~
o
1

~1
(%]
1

n72

Taxa média de porosidade (%

-~
(=]

T T

0,8 1,0 1,2 1.4
Ch (% m/v)

e
o

Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG2-1 e CG3-1 (Figura 48), fica evidente que 0 aumento
da concentracdo de quitosana de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v) resultou em um aumento na
taxa média de porosidade, passando de 68% + 1% para 79% + 4%. Apesar dessa divergéncia
em relacdo aos resultados encontrados para outros scaffolds que também tiveram variacdo
na concentragdo de quitosana (como C2 e CGT), essa tendéncia de aumento na porosidade
com o aumento da concentracdo de quitosana também esta em consonancia com pesquisas
existentes na literatura. De fato, um estudo conduzido por Liu e Wang (2023), demonstrou
resultados similares para scaffolds hibridos de quitosana/carbonato de calcio, onde o maior
teor de quitosana resultou em maiores taxas de porosidade. Nesse estudo, scaffolds contendo
teores de quitosana de 100%, 80%, 60% e 40% exibiram taxas de porosidade de 95,59%,
93,13%, 91,01% e 89,76%, respectivamente.
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Figura 48 - Comparacéo da taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de quitosana e gelatina CG2-1
(0,67% (m/v) Ch) e CG3-1 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG2-1 e CGT-1 (Figura 49), ambos contendo gelatina e
quitosana a uma concentracao de 0,67% (m/v), notou-se que a adi¢cdo de 0,17% de tanino
(nos scaffolds CGT-1) resultou em um aumento da taxa média de porosidade, elevando-a de
68% * 1% para 81% + 1%.

Figura 49 - Comparacéo da taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG3-1) e
quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-2), com concentracéo de quitosana de 0,67% (m/v)
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No entanto, ao analisar os scaffolds CG3-1 e CGT-2 (conforme Figura 50), cujas
formulacGes incluem gelatina e quitosana em concentracdes de 0,67% (m/v) e 1,33% (m/v),
respectivamente, observou-se que ao adicionar 0,17% (m/v) de tanino ao scaffold CGT-2,

ocorreu uma reducao na taxa de porosidade, diminuindo-a de 79% = 4% para 72% + 1%.

Figura 50 - Comparacéo da taxa média de porosidade dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2-1) e
quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-1), com concentracéo de quitosana de 1,33% (m/v)
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Fonte: Autor

E importante ressaltar que a porosidade do scaffold é influenciada por diversos
fatores, tais como o método de preparo empregado para a sintese e a composicdo do scaffold
(ZHU et al., 2021). Conforme mencionado anteriormente, na técnica de liofilizacéo,
primeiramente o material é congelado para a conversdo do solvente (dgua) em cristais de
gelo e, ap0s a solidificacdo, o solvente é retirado do material por sublimacdo, resultando na
formag&o dos poros onde os cristais de gelo antes se encontravam (ELBRINK et al., 2023;
SERRANO-ARQOCA et al., 2022). Portanto € essencial considerar a razdo entre soluto e
solvente durante a sintese do material, pois ela impacta diretamente na porosidade, uma vez
que uma maior proporcao de soluto resultaria em menor disponibilidade de solvente para

formacao de cristais de gelo.

O estudo de Liu e Wang (2023), corroborou com essa relagdo, demonstrando que o
aumento da concentracdo de carbonato de sédio (soluto) em scaffolds hibridos de

quitosana/carbonato de sodio provocou uma reducao na porosidade. Portanto, quanto maior



118

a quantidade de soluto (sélido) presente na solucdo, maior a tendéncia de redugdo da

porosidade.

No presente estudo, foi realizada a correlacao entre taxa média de porosidade (TMP)
e a razdo de soluto/solvente durante a sintese do scaffold, conforme apresentado na Tabela
17. O célculo da razdo de soluto/solvente foi realizado através da porcentagem de massa
(PM), de acordo com a equacdo (8) (MOELLER et al., 1980). Nos resultados obtidos, é
possivel observar a tendéncia de reducdo da porosidade com o aumento da porcentagem de

massa de soluto da solucéo para a maioria dos scaffolds, com excegédo dos CG1.

PM (%) = (Massa do soluto (g) + Massa da solugéo (g)) x 100 (8)

Tabela 17 - Andlise da variacao da taxa média de porosidade (TMP) em fung¢éo da porcentagem de massa (PM)

Scaffold TMP (%)  PM (%) Scaffold TMP (%)  PM (%)
GT-1 69+3 21 CG1-1 45+ 3 12
GT-2 70+1 22 CG1-2 54+1 11
GT-3 67+2 22 CG1-3 67+5 11
GT-4 70£5 23 CGl1-4 80+2 11
GT-5 59 +3 24 CG2-1 68+ 1 8
Cc1-1 78+ 4 4 CG2-2 51+2 12
C1-2 96+ 1 4 CG2-3 54+1 15
C1-3 94 +1 3 CG3-1 79+ 4 12
Cl1-4 87+1 3 CGT-1 81+1 9
C1-5 92+0 3 CGT-2 72+1 13
C1-6 94+1 2

C2-1 78+ 4 4

C2-2 78+3 4

Fonte: Autor

E importante destacar que as ligagbes quimicas formadas entre os compostos
presentes nos scaffolds também desempenham um papel significativo na determinacéo da
taxa média de porosidade. A porcentagem de massa somente é valida quando analisamos um

mesmo grupo de scaffolds de composicéo similar.

Adicionalmente, a porosidade média dos scaffolds GT, C1, C2, CG1, CG2, CG3 e
CGT foram 67%, 90%, 78%, 62%, 58%, 79% e 76%, respectivamente. No geral, os scaffolds
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que continham gelatina foram os que apresentaram as menores porosidades. Essa observagéo
pode ser atribuida a contribuicdo da gelatina para inibir o crescimento anormal dos cristais
de gelo, o que resulta na formacéo de uma microestrutura uniforme e consequentemente de
menor porosidade (WANG et al., 2021). As amostras com maiores concentracdes de
gelatina nos scaffolds CG2 (1,33%-m/v e 2%-m/v) exibiram porosidades abaixo de 60%,
portanto, sdo inadequados para aplicagdo em engenharia de tecidos. O mesmo
comportamento foi observado para o scaffold GT-5, com maior teor de tanino de 0,83%
(m/v) e para os scaffolds CG1 com menores concentracdes de glutaraldeido 0,17% (v/v) e
0,33% (v/v). A porosidade observada para os scaffolds C1 preparados com 3,33%, 5%, 10%
e 13,33% (v/v) de glutaraldeido foi acima de 90%, como a estabilidade mecénica desses
materiais é afetada pela elevada porosidade, esses scaffolds também nédo estdo aptos para
serem aplicados na engenharia de tecidos. O restante dos scaffolds possuem porosidade
dentro da faixa de 60 a 90%, o que indica que eles podem ser aplicados para regeneragao

tecidual.

5.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a engenharia de tecidos, caracteristicas estruturais dos scaffolds, como a
geometria, volume e forma dos poros, assim como sua interconectividade podem impactar
na adesdo celular, proliferacdo e regeneracgdo tecidual (LIU; WANG, 2023). Além disso, tais
caracteristicas também afetam o transporte de nutrientes essenciais para o crescimento
celular (ABDIAN et al., 2023). Poros de dimensdes reduzidas podem restringir a migracéo
celular, ocasionando a formacéo de capsulas celulares nas bordas, o que limita o acesso das
celulas aos nutrientes. Por outro lado, poros de dimens6es muito amplas podem diminuir a
area superficial disponivel para a adesdo celular (OLAD; BAKHT KHOSH HAGH, 2019).
O tamanho dos poros em scaffolds deve situar-se dentro da faixa de 100 a 400 um (INDRA
et al., 2023).

Atraves das micrografias dos scaffolds de gelatina sem tratamento para remocao de
residuos provenientes da sintese, pode-se observar que o processo de liofilizagdo permitiu a
formacéo de estruturas com poros interligados em uma ampla faixa de diametros, conforme
ilustrado na Figura 51. As cavidades resultantes apresentam formato irregular e didmetros

de poros que variam entre 100 e 200 um, como evidenciado pelas imagens. Além disso, é
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possivel observar que conforme se adicionou glutaraldeido aos scaffolds G-1, G-2, G-3, G-
4 e G-5, houve um leve aumento no didmetro de seus poros. Nos scaffolds G-1 (concentragéo
de 0% (v/v) de Ga) estes poros s@o uniformes e menores, enquanto que nos scaffolds G-5
com concentracdo de 1,67% (v/v) de glutaraldeido, os poros se apresentam maiores € mais

disformes.
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Figura 51 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds de gelatina pura (G): G-1 (0% (v/v) Ga), G-2 (0,17%
(v/v) Ga), G-3 (0,33% (v/v) Ga), G-4 (0,67% (v/v) Ga) e G-5 (1,67% (v/v) Ga), com ampliacdo de 60x
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As micrografias dos scaffolds GT-1, GT-2, GT-3, GT-3 e GT-5, expostas na Figura
52, mostram que a adi¢do de tanino prejudicou a uniformidade dos poros dos scaffolds. A
principio, o scaffold GT-1 com 0,17% (m/v) de tanino apresenta estrutura porosa com poros
regulares e menor tamanho de poros. A medida que se adiciona tanino, observa-se um
aumento no didmetro dos poros e, simultaneamente, uma significativa diminui¢do na
quantidade de poros presentes no material. No caso especifico do scaffold GT-5, os poros

praticamente tornam-se indetectaveis devido a reducdo dréastica de sua quantidade.

As micrografias estdo em consonancia com os resultados dos testes de
intumescimento e porosidade. Considerando que o tamanho e a quantidade de poros tém
influéncia direta na porosidade dos materiais, afetando, consequentemente, o processo de
intumescimento. Geralmente, materiais mais porosos facilitam a permeabilidade e a difuséo
de fluidos em seu interior, levando a um aumento na taxa de intumescimento do material
(SHI; WANG; WANG, 2011). No entanto, além da porosidade, € importante destacar que o
grau de hidrofilicidade dos materiais utilizados na composicdo dos scaffolds também
desempenha um papel significativo no processo de intumescimento (HASSOUNA,;
ELGHARBAWY; MORSY, 2023).

No teste de porosidade, 0 aumento da concentra¢do de tanino de 0,17% (m/v) para
0,83% (m/v) resultou na reducdo da taxa média de porosidade, de 69% + 3% para 59% =+
3%. No teste de intumescimento, é possivel observar a mesma tendéncia, em que 0 aumento
da concentracdo de tanino de 0,17% (m/v) para 0,33% (m/v) reduziu a taxa de
intumescimento de 980% =+ 55% para 577% + 11%, porém, a partir deste ponto, a adi¢do de

tanino ndo provocou variacao significativa. Estes dados podem ser observados na Tabela 18.

Tabela 18 - Relacdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos scaffolds
hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (GT)

Scaffold % Tn (M/v) TMI (%) TMP (%)
GT-1 0,17 980 +55 69+3
GT-2 0,33 57711 70=x1
GT-3 0,5 57321 672
GT-4 0,67 591+9 705
GT-5 0,83 588+ 6 59+3

Fonte: Autor
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Assim, é possivel constatar uma correlagdo clara e evidente entre as micrografias
obtidas, a porosidade e o intumescimento dos scaffolds. Observa-se que a diminuicéo
excessiva na quantidade de poros, associada a um aumento significativo no tamanho desses
poros, afeta as taxas de intumescimento e porosidade dos scaffolds CGT, resultando em sua

reducao.

Figura 52 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido
(GT): GT-1(0,17% (m/v) Tn), GT-2 (0,33% (m/v) Tn), GT-3 (0,50% (m/v) Tn), GT-4 (0,67% (m/v) Tn) e
GT-5 (0,83% (m/v) Tn), com ampliacdo de 60x

Fonte: Autor
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A Figura 53 exibe as micrografias dos scaffolds C1-1, C1-2, C1-3, C1-4, C1-5e C1-
6, nelas é possivel observar a morfologia desses scaffolds. A amostra C1-1, que continha
1,67% (v/v) de glutaraldeido, apresentou o menor diametro de poros. Conforme o teor de
glutaraldeido aumentou para 3,33 % (v/v), 5% (v/v) 6,67% (v/v), 10% (v/v) e 13,33% (v/v)
nos scaffolds C1-2, C1-3, C1-4, C1-5 e C1-6, respectivamente, os poros se dilataram e se

tornaram mais irregulares.

Assim, ndo é possivel correlacionar a morfologia desses materiais com o aumento da
taxa média de porosidade de 78% + 4% para 98% + 1%. No entanto, fatores como a reducéo
da proporcdo de solidos e a adicdo do agente reticulante (glutaraldeido) na solucdo
polimérica podem ser responsaveis por esse aumento (CAMANI et al., 2021; WANG et al.,
2022a).

Apesar do aumento da porosidade e do tamanho dos poros, geralmente resultarem
em um aumento na capacidade de intumescimento, pois estimulam o fluxo de fluidos para o
interior do material, foi observada uma reducdo significativa na taxa média de
intumescimento. A taxa média de intumescimento diminuiu de 938% + 20% para 226% +
11% com o aumento da concentracdo de glutaraldeido de 1,67% (v/v) para 13,33% (V/v).
Essa reducdo pode ser atribuida a maior rigidez da matriz polimérica, resultado do aumento
da concentracdo do reticulante (glutaraldeido) (DOUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022b),
uma vez que uma estrutura mais rigida dificulta a permeabilidade da solucdo PBS, reduzindo
desta forma a capacidade de intumescer do material.

Na Tabela 19 estdo expostas a relacdo entre a taxa de intumescimento (TMI) e a

taxa média de porosidade (TMP) dos scaffolds, conforme se adiciona glutaraldeido.

Tabela 19 - Relagdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos scaffolds
de quitosana pura (C1)

Scaffold % Ga (vIv) TMI (%) TMP (%)
C1-1 1,67 938+ 20 78+4
C1-2 3,33 858 +49 9%6+1
C1-3 5 534 +£25 94+1
Ci-4 6,67 343+ 14 87+1
C1-5 10 293+ 24 92+0
C1-6 13,33 226 £11 94+1

Fonte: Autor
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Figura 53 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds de quitosana pura (C1): C1-1 (1,67% (v/v) Ga), C1-2
(3,33% (v/v) Ga), C1-3 (5,00% (v/v) Ga), C1-4 (6,67% (v/v) Ga), C1-5 (10,00% (v/v) Ga) e C1-6 (13,33%
(v/v) Ga), com ampliagdo de 60x
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Fonte: Autor

Os scaffolds C2-1 e C2-2 (Figura 54) exibem estrutura porosa interconectada, de
poros irregulares. E possivel notar que o acréscimo de quitosana de 0,67% (m/v) para 1,33%

(m/v) resultou no aumento do diametro dos poros do material.
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No entanto o0 aumento do didmetro dos poros, resultante da elevacao da concentracéo
de quitosana, ndo houve impacto na porosidade dos scaffolds C2, conforme os dados
apresentados na Tabela 20, que revelam uma porosidade constante de 78%. Entretanto, a
taxa média de intumescimento demonstrou uma leve reducdo de 938% + 20% para 782% *
18%, apesar do aumento no tamanho dos poros.

Tabela 20 - Relacdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos
scaffolds de quitosana pura (C2)

Scaffold % Ch (m/v) T™I (%) TMP (%)
C2-1 0,67 938 + 20 78+4
C2-2 1,33 782+ 18 78+3

Fonte: Autor

Figura 54 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds de quitosana pura (C2): C2-1 (0,67% (m/v) Ch) e C2-2
(1,33% (m/v) Ch), com ampliacéo de 60x
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As imagens da Figura 55 mostram as micrografias das amostras CG1-1, CG1-2,
CG1-3 e CG1-4. Observa-se que a amostra CG1-1, produzida com 0,17% (v/v) de
glutaraldeido, possui menor didmetro de poros dentre os materiais CG1. Os scaffolds CG1-
2, CG1-3 e CG1-4 possuem poros mais dilatados e irregulares, sendo essa tendencia

acentuada com o aumento da concentragdo de glutaraldeido na preparacdo dos materiais.

Assim, embora 0 aumento da concentracdo de glutaraldeido resulte em uma menor

disponibilidade de grupos funcionais hidrofilicos, ele também resulta em tamanho de poros
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maiores que facilitam a difusdo da solugdo PBS, resultando no aumento da taxa média de
intumescimento, conforme observado nos scaffolds CGL1.

Adicionalmente, foi constatado um aumento na taxa média de porosidade dos
scaffolds CG1, correlacionado com o aumento do diametro dos poros. Essa variagdo na
porosidade é notdvel, considerando que a propor¢do de sélidos na solucdo foi mantida
similar entre os scaffolds CG1. Teoricamente, isso deveria resultar em uma manutencéo
constante da porosidade, uma vez que ela é influenciada pela relacdo soluto/solvente. Desse
modo, é possivel concluir que o incremento da porosidade pode ser atribuido principalmente
ao aumento do didmetro dos poros nos scaffolds CG1. Os valores de taxa média de

porosidade e intumescimento foram comparados na Tabela 21.

Tabela 21 - Relacéo da taxa media de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos
scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1)

Scaffold % Ga (V/v) TMI (%) TMP (%)
CG1-1 0,17 600 + 13 45+ 3
CG1-2 0,33 617 + 13 54+1
CG1-3 0,67 772 +10 67%5
CGl1-4 0,67 775 + 28 802

Fonte: Autor
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Figura 55 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG1-1 (0,17%
(viv) Ga), CG1-2 (0,33% (v/v) Ga), CG1-3 (0,67% (v/v) Ga) e CG1-4 (1,67% (v/v) Ga), com ampliacéo de
60x
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Fonte: Autor

Na Figura 56, podemos observar que os scaffolds CG2-1, CG2-2 e CG2-3 apresentam
uma notavel diminuicdo do tamanho dos poros com o acréscimo de gelatina. Apesar dessa
alteracdo na estrutura dos poros, a taxa média de intumescimento ndo foi significativamente
afetada, variando entre 600% + 13% a 689% + 29% nos scaffolds CG2-1 e CG2-3,
respectivamente. No entanto, a taxa média de porosidade mostrou uma correlacdo com a
diminuicdo do tamanho dos poros nos scaffolds, reduzindo de 68% * 1% para 54% * 1%
com o aumento da concentracéo de gelatina, conforme indicado na Tabela 22.
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Tabela 22 - Relagdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos scaffolds
hibridos de quitosana/gelatina (CG2)

Scaffold % Ge (M/V) TMI (%) TMP (%)
CG2-1 0,67 600 £ 13 68+1
CG2-2 1,33 607 + 18 51+2
CG2-3 2,00 689 + 29 54+1

Fonte: Autor

Figura 56 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG2-1 (0,67%
(m/v) Ge), CG2-2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2-3 (2,00% (m/v) Ge), com ampliacdo de 60x
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Fonte: Autor

Por meio das micrografias dos scaffolds CGT-1 e CGT-2 (Figura 57), é possivel
constatar a presenga de uma estrutura porosa interconectada, composta por poros irregulares.

Nos scaffolds CGT, foi observado um aumento na taxa de intumescimento de 1380%
+ 89% para 1659% + 105% apds a adicdo de quitosana, conforme apresentado na Tabela 23.
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O aumento observado na taxa de intumescimento nos scaffolds CGT pode ser devido
principalmente ao carater hidrofilico da quitosana.

Por outro lado, apesar do aumento dos poros, a taxa média de porosidade apresentou
uma reducdo de 81% =+ 1% para 72% * 1%. Essa reducdo na porosidade pode ser atribuida
ao aumento da concentracdo de solidos na solucao, que passou de 9% para 13%. A maior
concentracdo de sélidos resultou em uma menor proporcdo de espaco vazio na estrutura

porosa, o que pode ter contribuido para a reducdo da porosidade do material.

A Tabela 23 disponibiliza as informacdes referentes as concentragdes de tanino e
quitosana dos scaffolds CGT-1 e CGT-2, juntamente com suas taxas médias de
intumescimento e porosidade. Adicionalmente, os dados dos scaffolds CG2-1 e CG3-1
também sdo apresentados nesta tabela, os quais serdo objeto de analises nas secdes

subsequentes do texto.

Tabela 23 - Relacdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos scaffolds
hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT) e quitosana/gelatina (CG2-1 e CG3-1)

Scaffold % Tn (M) % Ch (m/v) TMI (%) TMP (%)
CGT-1 0,17 0,67 1380 + 89 81+1
CGT-2 017 1,33 1659 + 105 72+1
cG2-1 0 0,67 600 + 13 68+ 1
CG3-1 0 1,33 1873 + 60 70+ 4

Fonte: Autor

Figura 57 - Imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido (CGT): CGT-1 (0,67% (m/v) Ch) e CGT-2 (1,33% (m/v) Ch), com amplia¢do de 60x

60 CGT-1

n 0.
SEM HV: 5.0 kV SEM MAG: 60 x | | VEGA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV SEM MAG: 60 x | VEGA3 TESCAN|
WD:2283mm  View fieid: 3.46 mm 1 mm WD: 15.00mm | View fieid: 3.46 mm 1 mm
Det: SE 81 10.00 ITASMART Det: SE BI: 10.00 ITASMART

Fonte: Autor
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Conforme evidenciado pelas micrografias dos scaffolds CG2-1 e CG3-1 (Figura 58),
é possivel observar em ambos a presenca de consideravel quantidade de poros
interconectados com diametros variados. Ao analisar o efeito do aumento da concentracéo
de quitosana de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v) (Tabela 23), pode-se observar que esse

acréscimo resultou em um aumento no didmetro dos poros.

Esse aumento no didmetro dos poros teve impacto na taxa média de porosidade,
elevando-a de 68% + 1% para 79% + 4%, apesar do aumento da razdo soluto/solvente na
solucdo polimérica do scaffold. Esse fendmeno sugere que, nesse contexto, o aumento do
diametro dos poros pode ter tido uma influéncia mais significativa na variacdo da porosidade

do que a prépria razdo soluto/solvente.

No que se refere a taxa média de intumescimento, a adicdo de quitosana resultou em
um expressivo aumento de 600% + 13% para 1873% = 60%, representando o triplo de
intumescimento. Esse acréscimo pode ser atribuido a diversos fatores. Além do aumento do
diametro dos poros e da porosidade, que facilitam a difusdo da solucdo PBS no interior do
scaffold, favorecendo o intumescimento, outro fator relevante pode ser o aumento do nimero
de grupos funcionais hidrofilicos disponiveis com 0 aumento da concentragdo de quitosana.
Esses grupos funcionais hidrofilicos sdo responsaveis por melhorar a capacidade de absorcéao
de agua do material, o que contribui para o aumento da absorcdo da solucdo PBS e,

consequentemente, afeta a taxa média de intumescimento.

Figura 58 - Comparacéo das imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de quitosana e gelatina CG2-
1 (0,67% (m/v) Ch) e CG3-1 (1,33% (m/v) Ch), com ampliagdo de 60x
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Fonte: Autor
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Ao analisar as micrografias dos scaffolds CG3-1 e CGT-2 (Figura 59), é possivel
observar a formagéo de poros interconectados com diametros variados em ambos 0s casos.
Entretanto, ao comparar as duas micrografias, nota-se que nos scaffolds CG3-1, sem a
presenca de tanino, 0s poros sdo mais regulares e ha uma quantidade maior deles, enquanto
nos scaffolds CGT-1, com a concentragdo de 0,17% (m/v) de tanino, ha uma reducdo na

quantidade de poros, além deles se tornarem mais irregulares.

Ao correlacionar essas mudancas morfoldgicas nas micrografias com a taxa média
de porosidade, é possivel observar que os scaffolds apresentam uma reducéo dessa taxa de
79% + 4% para 72% * 1% (Tabela 23), conforme ocorre a diminuigdo da quantidade de
poros. Além disso, a reducdo na taxa média de porosidade também pode estar associada a
maior concentracdo de soluto presente nos scaffolds CGT-1. Portanto, ambos os fatores,
reducdo do didmetro dos poros e maior concentracdo de soluto, contribuem para a
diminuigdo da porosidade.

No caso da taxa média de intumescimento, também é possivel observar uma reducéo
de 1873% + 60% para 1659% + 105% com a adicdo de tanino (Tabela 23). Diversos
fenémenos podem ter contribuido para essa reducdo. O tanino atua de forma semelhante aos
reticulantes, favorecendo a rigidez da estrutura polimérica, o que, por sua vez, reduz a
capacidade de intumescimento do scaffold. Além disso, as alteracdes na estrutura, como a
reducdo do nimero de poros e da porosidade, também diminuem a permeabilidade da
solucdo PBS através do scaffold, o que afeta negativamente a capacidade de intumescimento.
Portanto, esses eventos em conjunto podem ter culminado na reducdo da taxa de

intumescimento.

Adicionalmente, é valido salientar que, apesar da reducdo da taxa média de
intumescimento dos scaffolds CG3-1 em relacdo aos CGT-2, ambos ainda apresentam
valores elevados de taxa média de intumescimento. Esse comportamento pode ser atribuido
ao fato de possuirem maiores concentra¢des de quitosana, o que aumenta a disponibilidade
de seus grupos hidrofilicos que possuem afinidade pela agua e, consequentemente,

impulsionam a taxa de intumescimento.
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Figura 59 - Comparacéo das imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG3-
1) e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-2), com concentragdo de quitosana de 0,67%
(m/v), ampliado 60x
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Na Figura 60, pode-se observar as micrografias dos scaffolds CG2-1 e CGT-1, que
evidenciam a formacdo de uma estrutura porosa interconectada com variacdo do diametro
dos poros em ambos os casos. Nos scaffolds CG2-1, sem adicéo de tanino, os poros sdo mais
regulares e apresentam didmetros menores. No entanto, nos scaffolds CGT-1, em que foi
adicionado 0,17% (m/v) de tanino, é possivel observar a diminuicdo do numero de poros, ao

mesmo tempo que seus diametros se tornam maiores.

O aumento do didmetro dos poros influenciou positivamente a taxa média de
porosidade, que apresentou um substancial aumento de 68% * 1% para 81% + 1% nos
scaffolds CG2-1 e CGT-1, respectivamente (conforme Tabela 23). Esse aumento ocorreu
apesar do aumento da quantidade de soluto presente na composic¢ao do scaffold CGT-1, o
que normalmente reduziria a porosidade dos scaffolds. Contudo, esse mesmo aumento
também foi observado na taxa média de intumescimento, que subiu de 600% + 13% para
1380% + 89%. Esse incremento pode ser atribuido ao aumento do diametro dos poros e da
porosidade, que favorecem a difusdo da solu¢do PBS no interior do scaffold, permitindo
assim uma maior retencdo de liquido e, consequentemente, aumentando a taxa média de

intumescimento.
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Figura 60 - Comparacéo das imagens MEV da superficie dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2-
1) e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-1), com concentracdo de quitosana de 1,33%
(m/v), ampliado 60x
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Fonte: Autor

5.3.5 Adsorcao de proteinas

Adsorc¢do de proteinas é o processo precursor da adesdo celular, sua auséncia € o
indicativo inicial da ineficiéncia do scaffold de promover o crescimento celular e a
sobrevivéncia dos tecidos (ABDAL-HAY et al., 2022). Esse é o primeiro evento que ocorre
quando o material entra em contato com o sangue, formando uma camada de proteina ao
redor do implante (PARAU et al., 2023). Ap6s a implantacdo, as proteinas do plasma
sanguineo, como a albumina, interagem com a superficie do material implantado, resultando
em adsorcdo e modificacdo da superficie do material. O fluido corporal tende a se localizar
na superficie onde as proteinas foram adsorvidas, ao invés da superficie original. A adsorcao
de proteinas pode ocorrer por diferentes mecanismos, como interacdo eletrostéatica, ligacdo
de hidrogénio e de Van der Waals. Fatores como forca idnica, concentracdo da proteina,
temperatura da solugcdo (SARKAR; KUNDU, 2023), intumescimento, propriedades
quimicas e topograficas da superficie do material interferem na adsorgcdo de proteinas
(DEPAN; MISRA, 2013). Além disso, a hidrofobicidade e hidrofilicidade dos materiais
também afetam a adsorcdo de proteinas (MOULOD; MOGHADDAM, 2022). Em materiais
hidrofilicos, o custo energético para desidratar a superficie e permitir que as moléculas de

proteina se liguem é maior em comparagédo aos materiais hidrofébicos (VOGLER, 2012).



135

A albumina é a proteina mais abundante no plasma sanguineo, representando cerca
de 50% das proteinas séricas (SAINZ et al., 2020). Sua estrutura é esferdide, com dimensdes
aproximadas de 4 nm x 4 nm x 14 nm. Essa proteina desempenha uma funcéo fisioldgica
essencial ao manter a pressdo osmética e o pH sanguineo, além de atuar no transporte de
diversos compostos enddgenos e exdgenos, incluindo &cidos graxos, metais, aminoacidos,
esterdides e drogas (KOPAC; BOZGEYIK; YENER, 2008). A BSA possui um ponto
isoelétrico em torno de pH 4,7. Em pH acima desse valor, a BSA apresenta uma carga
negativa, enquanto em pH abaixo do ponto isoelétrico, ela adquire uma carga positiva
(SARKAR; KUNDU, 2023). Para o teste de adsorcéo de proteina foi utilizada a BSA como

molécula modelo.

Né&o foi possivel determinar a capacidade de adsor¢do de proteinas dos scaffolds de
gelatina (G) e dos de gelatina/tanino (GT) devido a baixa estabilidade do primeiro, enquanto
para a segunda classe o impeditivo foi a liberacdo de moléculas de tanino na solucéo de BSA.
E valido salientar que a molécula do tanino absorve radia¢do no mesmo comprimento de

onda do BSA, interferindo assim na analise por espectrofotometria UV-vis.

Para os scaffolds C1 (Figura 61), foi observada a maior capacidade de adsorgéo de
proteinas no material preparado com a menor quantidade de glutaraldeido de 1,67% (v/v).
Resultados semelhantes foram relatados por Mondal, Li e Wang (2015), em seus estudos
com granulos de hidrogel de quitosana. Eles observaram que o aumento da concentracdo de
glutaraldeido de 0,2% para 0,5%, 0,7% e 1% resultou em uma reducdo na capacidade de
adsorcdo da proteina BSA, diminuindo de 96,4 mg/g para aproximadamente 60 mg/g, 50

mg/g e 40 mg/g, respectivamente, apos 24 h de incubacao.

A reducdo da capacidade de adsor¢do de BSA com 0 aumento da concentracdo de
glutaraldeido pode ser explicada considerando a lei eletrostatica de Coulomb, que descreve
a energia de atracdo entre moléculas com cargas distintas, e repulsdo entre moléculas
carregadas similarmente (VARADWAJ; VARADWAJ; YAMASHITA, 2018). Nesse
contexto, a solugdo BSA foi preparada utilizando a solu¢do PBS com pH 7,3, e em pH acima
de 4,7 o BSA apresenta carga negativa, conferindo-lhe, portanto, um carater anidnico
(SARKAR; KUNDU, 2023). Os grupos amino (-NH2") presentes na estrutura da quitosana
sdo caracterizados por serem grupos funcionais com carga positiva (YAN et al., 2021).
Contudo, quando glutaraldeido € introduzido, estabelece-se uma interacdo entre o grupo
funcional aldeido do glutaraldeido e o grupo amino da quitosana (DOUSTDAR; OLAD;
GHORBANI, 2022b). Essa interacdo resulta na diminui¢do da disponibilidade dos grupos
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amino carregados positivamente. Com base nessas observagdes, € possivel concluir que a
adicdo de glutaraldeido promove um aumento do carater anidnico dessa molécula. Dessa
forma, a modificacdo da carga superficial reduz a atracdo entre as moléculas de quitosana e
as moléculas de BSA, resultando na diminuicdo da capacidade de adsorcdo de BSA nos

scaffolds.

Figura 61 - Quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds de quitosana pura (C1): C1-1 (1,67% (v/v)
Ga), C1-2 (3,33% (v/v) Ga), C1-3 (5,00% (v/v) Ga), C1-4 (6,67% (v/v) Ga), C1-5 (10,00% (v/v) Ga) e C1-6
(13,33% (v/v) Ga)
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Fonte: Autor

Os scaffolds C2 (Figura 62) exibiram aumento da adsorcdo de proteinas de 5 + 1
mg/g para 11 = 2 mg/g, com o aumento da concentracdo de quitosana de 0,67% (m/v) a
1,33% (m/v). No estudo de Liu et al. (2021), foram obtidos resultados semelhantes, em que
a inclusdo de quitosana em diferentes proporcdes (10%, 20%, 30%, 40% e 50%, em massa)
em scaffolds hibridos de quitosana e celulose resultou em um aumento na quantidade de
BSA adsorvida. Apos 10 h de teste, a quantidade adsorvida aumentou de cerca de 40 mg/g

para 200 mg/g com o aumento do teor de quitosana.

O aumento da quantidade adsorvida de BSA nos scaffolds C2 com o aumento da
concentragdo de quitosana, pode ser atribuido ao carater catidnico da quitosana, que
promove uma maior atragdo entre a quitosana carregada positivamente e a molécula de BSA

carregada negativamente, resultando em uma maior capacidade de adsor¢do de BSA nos
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materiais. Essa interacdo eletrostatica entre as cargas opostas favorece a adsorcdo de BSA
na superficie dos scaffolds, levando a um aumento na quantidade adsorvida a medida que a
concentracdo de quitosana é incrementada (MONDAL; LI; WANG, 2015).

Figura 62 - Quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds de quitosana pura (C2): C2-1 (0,67% (m/v)
Ch) e C2-2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

A adicéo de glutaraldeido nos scaffolds CG1 (Figura 63) provocou a diminuicéo da
adsorcéo de proteinas de 5 + 1 mg/g para 1 £ 1 mg/g nas respectivas concentracdes de 0,17%
(v/v) e 1,67% (v/v). Essa reducdo na quantidade adsorvida de BSA com o aumento da
concentracdo de glutaraldeido, como observado anteriormente nos scaffolds C1, novamente
pode ser atribuida a reducdo das cargas positivas nas moléculas de quitosana e gelatina
durante a etapa de reticulacdo com glutaraldeido. Portanto, a reticulacdo com glutaraldeido
impacta negativamente na adsor¢do de BSA nos scaffolds CG1, devido a modificagdo das

propriedades de carga da superficie do material.
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Figura 63 - Quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG1-1
(0,17% (v/v) Ga), CG1-2 (0,33% (v/v) Ga), CG1-3 (0,67% (v/v) Ga) e CG1-4 (1,67% (v/v) Ga)
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Fonte: Autor

Conforme demonstrado na Figura 64, nos scaffolds CG2, a adicdo de gelatina
impactou na adsorcdo de proteinas, resultando em uma reducdo da quantidade de proteina

adsorvida de 7 £ 0 mg/g para 5 £ 1 mg/g.

A reducdo da adsorcdo de proteinas possivelmente decorreu da repulsdo de cargas
entre as moléculas de gelatina e proteina. A gelatina empregada neste estudo é do tipo B,
com ponto isoelétrico na faixa de pH 4,8 a pH 5,1 (VAN VLIERBERGHE et al., 2014).
Provavelmente, como o teste de adsorcdo de proteinas é realizado em solucdo contendo BSA
com pH aproximado de 7,3, ou seja, acima do ponto isoelétrico da gelatina, esta, ao entrar
em contato com essa solucdo, adquire uma carga negativa. Dado que a molécula de proteina

(BSA) também possui carga negativa, surge uma repulsao entre essas moléculas.

Além disso, conforme observado nas micrografias dos scaffolds CG2, é possivel
identificar as alteracbes morfoldgicas resultantes da adi¢cdo de gelatina. Embora tenha
ocorrido um aumento na quantidade de poros, houve uma significativa reducdo em seus
didmetros. Essa reducdo pode ter contribuido para a dificuldade da molécula de BSA em

adsorver na superficie do scaffold, uma vez que pode interferir na etapa de difusdo do BSA.
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Figura 64 - Quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG2-1
(0,67% (m/v) Ge), CG2-2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2-3 (2,00% (m/v) Ge)
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Fonte: Autor

Na Figura 65, € possivel observar o efeito da adigdo de quitosana nos scaffolds CGT.
Quando a concentracdo de quitosana aumentou de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v), a
quantidade média de BSA adsorvida reduziu de 22 + 5 mg/g para 9 £ 0 mg/g. Nesse contexto,
a diminuicdo na adsorcdo de proteinas pode ser atribuida a hidrofilicidade da quitosana, que,
em muitos trabalhos é apontada como fator negativo para a adsorcdo de proteinas
(MESQUIDA et al., 2018).

Ao comparar os scaffolds CGT com os C2 contendo quitosana pura, observa-se uma
diferenca significativa na adsor¢do de proteinas. Nos scaffolds C2, o aumento da
concentracdo de quitosana resultou em uma maior adsorcdo de proteinas, o que difere do
comportamento observado nos scaffolds CGT. Essa disparidade pode ser atribuida a

composicao quimica e as interacdes entre 0s materiais presentes em cada tipo de scaffold.
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Figura 65 - Quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de
tanino-glutaraldeido (CGT): CGT-1 (0,67% (m/v) Ch) e CGT-2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Ao comparar a quantidade média de BSA adsorvida nos scaffolds CG2-1 e CG3-1
(Figura 66), com concentracbes de quitosana de 0,67% (m/v) e 1,33% (m/v),
respectivamente, nota-se que houve reducdo da adsorcdo de proteinas de 7 + 0 mg/g para 6
+ 1 mg/g.

De forma semelhante a analise anterior, observou-se uma diminui¢do na adsor¢éo de
proteinas & medida que a concentracdo de quitosana aumentou. E possivel inferir que a

hidrofilicidade da quitosana novamente teve um papel significativo nessa reducéo.
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Figura 66 - Comparacédo da quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds hibridos de quitosana e
gelatina CG2-1 (0,67% (m/v) Ch) e CG3-1 (1,33% (m/v) Ch)

[S¥]

® CG2-1xCG3-1

<
1

oo
1

CG2-1

Quant. média adsorvida de BSA (mg/g)
-ﬁ :

0 T T T T T T T
0,6 0,8 1,0 1,2 1.4

Ch (% m/v)

Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG3-1 e CGT-2 (Figura 67), com concentracdo de 0%
(m/v) e 0,17% (m/v) de tanino, respectivamente, observa-se que a adi¢do de tanino resultou

em um aumento na adsor¢ao de proteinas, de 6 £ 1 mg/g para 9 £ 0 mg/g.

Geralmente a interacdo entre tanino e BSA pode envolver efeitos hidrofdbicos e
pontes de hidrogénio. Tal interacdo € influenciada pela concentracdo relativa de tanino e
proteina, composicao do solvente, forca ibnica, pH e presenca de outros co-substratos como
polissacarideos (CARVALHO; MATEUS; DE FREITAS, 2004). Dessa forma, é possivel
inferir que a presencga de tanino contribui positivamente para 0 aumento na adsorgao de BSA
nos scaffolds.
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Figura 67 - Comparacéo da quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina
(CG3-1) e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-2), com concentracéo de quitosana de
0,67% (m/v)
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Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG2-1 e CGT-1 (Figura 68), é possivel notar que a adi¢édo
de tanino resultou em um significativo aumento na adsor¢do de BSA. Os scaffolds CG2-1,
sem a presenca de tanino, apresentaram valores de adsor¢do de 7 + 0 mg/g, enquanto 0s
scaffolds CGT-1, contendo 0,17% (m/v) de tanino, mostraram uma adsor¢do de proteinas de
22 + 5 mg/g. Esse aumento significativo na adsorcdo pode ser atribuido a alta capacidade de

adsorcao ja reconhecida do xerogel de tanino.
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Figura 68 - Comparacéo da quantidade média adsorvida de BSA nos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina
(CG2-1) e quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-1), com concentracédo de quitosana de
1,33% (m/iv)
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Fonte: Autor

Complementarmente, no geral os scaffolds de quitosana (C1 e C2) exibiram melhores
resultados de adsor¢do de proteinas se comparados aos scaffolds de gelatina (CG1 e CG2).
Esse resultado ja era esperado, uma vez que a gelatina é mais hidrofilica que a quitosana
(CHENG et al., 2012). No entanto, os melhores resultados de adsorcao de proteinas foram
exibidos pelos scaffolds CGT, evidenciando a elevada capacidade de adsorcdo de proteinas

do xerogel de tanino.

Adicionalmente, os scaffolds CG1, com concentracdo de glutaraldeido variando entre
0,17% (v/v) e 1,67% (v/v), apresentaram média de adsorcdo de proteinas de 2 mg/g,
enquanto os scaffolds CG2 e CG3, com teores de glutaraldeido de 0,08% (v/v), apresentaram
valores médios de adsorcdo de proteinas de 6 mg/g. Isso demonstra o impacto negativo da

adicdo de glutaraldeido na adsor¢éo de proteinas dos scaffolds.

Por fim, é importante ressaltar que nos scaffolds GT, compostos apenas por gelatina
e tanino, ndo foi possivel avaliar a quantidade média adsorvida de proteina, devido a
dispersdo das moléculas de tanino ndo imobilizadas na rede tridimensional na solugéo, o que

dificultou a leitura da absorbancia das amostras.

No entanto, nos scaffolds CGT, que contém quitosana, gelatina e tanino, observou-

se que ndo houve liberacéo significativa de tanino na solugéo, possibilitando a medicéo da
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quantidade média adsorvida de proteina. Esses resultados sugerem que a adi¢do de quitosana
aos scaffolds facilitou a imobilizacdo das moléculas de tanino na estrutura do scaffold.

A Figura 69 apresenta a diferenca na coloracdo da solucéo entre o scaffold GT-1
(composto por gelatina e tanino) e os scaffolds CGT-1 e CGT-2 (compostos por gelatina,
quitosana e tanino), todos com concentracdo de 0,17% (m/v) de tanino, apds 21 dias de
incubacdo em solucdo PBS a 37 °C. Essa diferenca de coloracdo evidencia a retencéo do
tanino nos scaffolds CGT em comparacéo ao scaffold GT-1, corroborando a maior interacéo

e imobilizacdo do tanino na presenca da quitosana.

Figura 69 - Aspecto da solugdo PBS ap6s 21 dias de incubacéo a 37 °C, com volume de solugdo de 25 mL,
dos scaffolds compostos por gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (a) GT-1 e quitosana/gelatina/xerogel
de tanino-glutaraldeido (b) CGT-1¢e (c) CGT-2
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5.3.6 Dissolucéo
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Na engenharia de tecidos a dissolucdo € uma importante caracteristica dos scaffolds,
sendo influenciada pelas propriedades fisico-quimicas, morfologicas e mecanicas
(ESMAEILI et al., 2022). A taxa de dissolugdo dos scaffolds deve ser diretamente
proporcional a de regeneracdo tecidual (DOUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022a). A

rapida dissolucgéo ocasiona o colapso da estrutura porosa prejudicando o crescimento celular
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e a estabilidade do implante (ZHAO et al., 2022b), enquanto a lenta pode desencadear um
processo inflamatorio (DOUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022b).

Scaffolds a base de gelatina possuem taxa de dissolucdo elevada e propriedades
mecanicas reduzidas (ZHANG et al., 2022), o mesmo se aplica aos de quitosana (ZHANG
et al., 2023c). Por isso, reticulantes sdo frequentemente utilizados para melhorar as
propriedades mecénicas e biologicas dos polimeros, e o glutaraldeido € um exemplo de
reticulante quimico que pode interagir com grupos amina ou hidroxila dos polimeros,
aprimorando suas propriedades mecanicas e de dissolugdo (DOUSTDAR; OLAD;
GHORBANI, 2022b).

Os scaffolds de gelatina (G) ndo resistiram ao tratamento para remocao dos residuos
de espécies ndo reagidas devido a baixa estabilidade dos materiais utilizados para a sintese.
No entanto, foi realizado um teste de dissolucéo dos scaffolds G sem tratamento. Devido a
baixa estabilidade dos materiais, o teste de dissolucéo foi conduzido de forma observacional,
no qual os scaffolds foram incubados em 25 mL de solugcdo PBS a 37 °C e retirados para
verificacdo nos tempos de 8 h, 28 h e 68 h, conforme apresentado na Figura 70. Nota-se que
os scaffolds com maiores concentracGes de glutaraldeido resistiram por um periodo mais
prolongado durante o teste, além de exibirem coloracdo amarelada. Ao final das 68 h de
teste, todos os scaffolds haviam sofrido dissolucéo e a solucdo PBS assumiu uma coloragédo

verde azulada.
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Figura 70 - Aspecto dos scaffolds de gelatina (G): G-1 (0% (v/v) Ga), G-2 (0,17% (v/v) Ga), G-3 (0,33%
(v/v) Ga), G-4 (0,67% (v/v) Ga) e G-5 (1,67% (v/v) Ga), ap6s 0 h, 1 h, 28 h e 68 h de incubagdo em 25 mL
de solucdo PBS a 37 °C
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Os scaffolds de gelatina/tanino (GT) foram submetidos a incubagéo por 10 e 21 dias
(conforme Figura 71). Observa-se nas imagens que os scaffolds com concentragdes mais
elevadas de tanino apresentaram uma perda de massa menor. Apenas um dos scaffolds GT-
1, que continha 0,17% (m/v) de tanino, ndo resistiu ao teste de dissolucdo de 10 dias,
enquanto os demais resistiram até o 21° dia. Resultados semelhantes foram observados ao
adicionar tanino em filmes compostos por alginato de sodio/gelatina/poli(alcool vinilico).
As concentracGes de 0%, 0,5%, 2% e 5% de tanino nos filmes resultou em taxas de
dissolucdo de aproximadamente 64%, 60% 55% e 45%, respectivamente, apos 24 h de

incubacdo em &gua deionizada a 25 °C (LIU et al., 2023).

O tanino, devido aos seus compostos fendlicos, possui a capacidade de interagir com
grupos funcionais como amina e hidroxila presentes tanto na gelatina quanto na quitosana,
formando ligagBes cruzadas entre as cadeias poliméricas. Essas interac@es resultam em uma
estrutura mais estavel, tornando o material menos suscetivel a absorver agua e,
consequentemente, menos propenso a dissolugcdo (ETXABIDE et al., 2022). O aumento da
concentracdo de tanino promove um maior grau de reticulacdo da cadeia polimérica, o que

resulta na reducdo da taxa de dissolugdo do material.

Adicionalmente, € importante destacar que a reducdo do intumescimento observado
nos scaffolds GT, a medida que aumentou a concentracdo do tanino, pode ter influenciado
na reducdo da taxa média de dissolucdo desses mesmos scaffolds. Isso ocorre porque a
diminuicdo na capacidade de absor¢do de dgua resulta em um menor grau de solubilidade do
material. Dessa forma, as propriedades de intumescimento e dissolucdo estdo interligadas, e

a modificacdo de uma propriedade pode afetar diretamente a outra (LINJU; REKHA, 2023).
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Figura 71 - Aspecto dos scaffolds hibridos de gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (GT): (a) GT-1 (0,17%
(m/v) Tn), (b) GT-2 (0,33% (m/v) Tn), (c) GT-3 (0,50% (m/v) Tn), (d) GT-4 (0,67% (m/v) Tn) e (e) GT-5
(0,83% (m/v) Tn), apds 10 dias de incubacao e (f) GT-1 (0,17% (m/v) Tn), (g) GT-2 (0,33% (m/v) Tn), (h)
GT-3 (0,50% (m/v) Tn), (i) GT-4 (0,67% (m/v) Tn) e (j) GT-5 (0,83% (m/v) Tn), apds 21 dias de incubagao,
imersos em 25 mL de solugdo PBS a 37 °C

(a) GT-1 (b) GT-2 (c) GT-3 (d) GT-4 (e) GT-5
10 dias 10 dias 10 dias 10 dias 10 dias

(f) GT-1 (g) GT-2 (h) GT-3 (i) GT4 (i) GT-5
21 dias 21 dias 21 dias 21 dias 21 dias

Fonte: Autor

A taxa de dissolucdo dos scaffolds C1 foi reduzida com o aumento do teor de agente
reticulante na etapa de sintese, variando de 4% + 0% para 2% £ 0% com 10 dias de incubacéo
e de 13% £ 1% para 5% + 0% com 21 dias de incubacédo (Figura 72). Essa melhoria pode
ser atribuida a adicdo de agentes de reticulacdo na matriz polimérica, que estabelecem
ligagOes fisicas ou quimicas entre as cadeias, contribuindo para o aprimoramento das
caracteristicas mecanicas, biologicas e de dissolugdo dos scaffolds (DOUSTDAR; OLAD;
GHORBANI, 2022b). Além disso, a taxa média de intumescimento dos scaffolds C1 também
foi afetada pela adicdo de glutaraldeido, apresentando reducdo conforme a concentragdo
desse reagente aumentou. Essa reducdo na taxa de intumescimento também pode ter
influenciado na diminuicéo da taxa média de dissolucéo dos scaffolds C1.
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Figura 72 - Taxa média de dissolucdo dos scaffolds de quitosana pura (C1): C1-1 (1,67% (v/v) Ga), C1-2
(3,33% (v/v) Ga), C1-3 (5,00% (v/v) Ga), C1-4 (6,67% (v/v) Ga), C1-5 (10,00% (v/v) Ga) e C1-6 (13,33%
(v/v) Ga), ap6s 10 e 21 dias de incubagéo
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Fonte: Autor

A adicdo de quitosana ndo afetou significativamente a taxa de dissolucdo dos
scaffolds C2 (Figura 73), o aumento da concentracdo de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v)
resultou em taxas médias de dissolucdo de 22% =+ 0% para 21% =+ 3%, apds 10 dias de teste
e de 32% = 1% para 35% + 14%, apds 21 dias de incubacdo. Resultados semelhantes foram
obtidos nos estudos de Hsieh et al. (2007), nos quais trés scaffolds de quitosana pura com
concentracdes de 1%, 2% e 3% foram comparados. Observou-se que a taxa de dissolugédo
desses scaffolds variou muito pouco em relacdo a variagdo da concentragdo de quitosana.

Além disso, é importante ressaltar que novamente foi observada uma correlagéo entre
a taxa média de intumescimento e a taxa média de dissolucdo. Nos scaffolds C2, a
incorporacdo da quitosana resultou em uma leve reducéo na taxa média de intumescimento,

sem provocar variagOes significativas.
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Figura 73 - Taxa média de dissolucdo dos scaffolds de quitosana pura (C2): C2-1 (0,67% (m/v) Ch) e C2-2
(1,33% (m/v) Ch), ap6s 10 e 21 dias de incubacéo
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Fonte: Autor

Nos testes de dissolugdo realizados, a adicdo de glutaraldeido aos scaffolds CG1
(Figura 74) resultou na reducdo da taxa de dissolucédo (22% =+ 0% para 16% + 4%) apds 10
dias de incubacéo, sendo a taxa de dissolucdo maior apds 21 dias de incubacao (32% + 1%
para 21% + 4%). Conforme descrito por Yahia et al. (2023), a taxa de dissolucdo dos
scaffolds é influenciada pelo grau de reticulacdo, sendo que um aumento na extensao da
reticulacéo resulta em uma reducéo na taxa de dissolugdo. Em seu estudo, eles descobriram
que maiores tempos de reticulacdo, que correspondem a maiores concentracfes de
glutaraldeido, reduziram a taxa de dissolucao dos scaffolds. Foi observado que a imersao dos
scaffolds em solucdo de glutaraldeido por 1 minuto, 5 minutos e 15 minutos resultou em uma
reducdo progressiva na taxa de dissolucdo. As taxas de dissolucdo observadas foram de 8,5%
+1,1%, 2,7% = 0,9% e 1,9% + 1,2%, respectivamente.

Adicionalmente, nos scaffolds CG1, foram observadas divergéncias entre as taxas
médias de intumescimento e dissolu¢do. Enquanto a taxa média de intumescimento
aumentou com o acréscimo da concentracdo de glutaraldeido, a taxa média de dissolucéao

apresentou uma reducdo. Portanto, é possivel concluir que nos scaffolds CG1, o fator
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preponderante que contribuiu para a redugdo da taxa média de dissolugéo foi a adi¢do do
reticulante, neste caso, o glutaraldeido.

Figura 74 - Taxa média de dissolucao dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG1-1 (0,17%
(v/v) Ga), CG1-2 (0,33% (v/v) Ga), CG1-3 (0,67% (v/v) Ga) e CG1-4 (1,67% (v/v) Ga), apos 10 e 21 dias de
incubacdo
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Fonte: Autor

Nos scaffolds CG2 (Figura 75) o aumento da concentracdo de gelatina diminuiu a
taxa de dissolugéo de 36% =+ 4% para 31% + 1% com 10 dias de incubagéo e de 54% + 0%
para 40% + 1% com 21 dias. De acordo com um estudo conduzido por Wu et al. (2010), a
adicdo de gelatina resultou em uma reducdo na taxa de dissolucdo dos scaffolds. Os
resultados indicaram que os scaffolds contendo 1% de gelatina apresentaram uma taxa de
dissolugdo de 94,9% ap06s 18 dias, enquanto aqueles com 5% de gelatina apresentaram uma

taxa de dissolucdo de 58,8% para 0 mesmo periodo de tempo.

As propriedades morfologicas e a composicdo do scaffold tém um impacto
significativo na taxa de dissolugdo (ESMAEILI et al., 2022). Ao analisar as micrografias
obtidas através do MEV dos scaffolds CG2, fica evidente que a adi¢do de gelatina resultou
em uma reduc¢do substancial no didmetro dos poros. Além disso, a taxa média de porosidade
seguiu a mesma tendéncia de reducdo com a adi¢do de gelatina, diminuindo de 68% + 1%
para 54% + 1%.



152

A partir desses dados, é possivel inferir que as alteracbes nas propriedades
morfolégicas dos scaffolds CG2, devido a incorporacgdo de gelatina, afetaram a capacidade
de permeabilidade e a area de contato da solucdo PBS no interior do scaffold, o que, por sua
vez, influenciou na taxa média de dissolucdo. A reducdo do diametro dos poros e da
porosidade do material pode ter dificultado a entrada de solugéo PBS e, consequentemente,
retardado a dissolucdo do scaffold.

Figura 75 - Taxa média de dissolucao dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG2-1 (0,67%
(miv) Ge), CG2-2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2-3 (2,00% (m/v) Ge), apds 10 e 21 dias de incubacéo
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Fonte: Autor

Ao analisar os resultados de taxa de dissolucdo dos scaffolds CGT (Figura 76), é
evidente que o aumento da concentracdo de quitosana, de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v),
provocou uma reducdo na taxa de dissolugdo de 22% =+ 7% para 9% * 2% apds 10 dias de
incubacéo, e de 26% * 3% para 18% + 1% apds 21 dias de incubacéo, respectivamente.
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Figura 76 - Taxa média de dissolucdo dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino-
glutaraldeido (CGT): CGT-1 (0,67% (m/v) Ch) e CGT-2 (1,33% (m/v) Ch), apés 10 e 21 dias de incubacédo
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Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG2-1 e CG3-1 (Figura 77), é notavel que o aumento da
concentracéo de quitosana, de 0,67% (m/v) para 1,33% (m/v), resultou em uma significativa
reducdo na taxa média de dissolucédo de 36% + 4% para 1% * 1% ap06s 10 dias de incubacao,
e de 54% * 0% para 7% * 2% ap6s 21 dias de incubacdo, respectivamente. Esse
comportamento € semelhante ao observado nos scaffolds CGT. Portanto, esse resultado pode
ser atribuido a associacdao da quitosana com a gelatina nos scaffolds hibridos. Aumentar a
concentracéo de quitosana nesses scaffolds resulta em uma diminuigéo da taxa de dissolugéo,
uma vez que a quitosana possui menor tendéncia a dissolucdo em comparacdo com a
gelatina. Adicionalmente, a tendéncia de dissolucdo da gelatina em relacdo a quitosana pode
ser evidenciada ao comparar os scaffolds de gelatina pura (G) com os de quitosana pura (C1
e C2). Os scaffolds de gelatina pura, mesmo apds o processo de reticulagdo com
glutaraldeido, ndo suportaram o tratamento para retirada de materiais ndo reagidos de
glutaraldeido, e ap6s 68 h do teste de dissolucéo j& haviam todos degradado totalmente. Em
contraste, os scaffolds de quitosana pura (C1 e C2) resistiram ao tratamento para a remogéo
de materiais ndo reagidos de glutaraldeido e &cido acético e ainda mantiveram sua

integridade apos 21 dias do teste de dissolucéo.
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Figura 77 - Comparacéo da taxa média de dissolucdo dos scaffolds hibridos de quitosana e gelatina CG2-1
(0,67% (m/v) Ch) e CG3-1 (1,33% (m/v) Ch), apds 10 e 21 dias de incubacéo
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Fonte: Autor

Ao comparar os scaffolds CG3-1 (sem tanino) com os CGT-2 contendo 0,17% (m/v)
de tanino (conforme Figura 78), observou-se que a adigéo de tanino resultou em um aumento
significativo na taxa de dissolucdo. Apo6s 10 dias de incubacdo, a taxa de dissolugédo
aumentou de 1% + 1% para 9% + 2%, e apds 21 dias de incubacdo, a taxa de dissolucao
aumentou de 7% + 2% para 18% + 1%. Esse resultado é contraintuitivo, considerando que a
adicdo de tanino geralmente leva a reticulacdo da cadeia polimérica, tornando o material
mais estavel e melhorando suas propriedades mecanicas, o que, por sua vez, reduziria a taxa

de dissolucao.

Além disso, os resultados de taxa média de intumescimento e taxa média de
porosidade também apresentaram reducdo com a adicdo de tanino. Esses dois fatores sdo
conhecidos por influenciar a taxa de dissolucdo, e, portanto, a adicdo de tanino deveria

teoricamente ter reduzido a taxa de dissolucdo dos scaffolds CGT-2.

No entanto, € valido ressaltar que os scaffolds CG3-1 apresentaram as menores taxas
médias de dissolugdo, mesmo em comparagdo com os de quitosana pura (C1 e C2), que
possuem concentracdes 20 vezes maiores de glutaraldeido, conhecido por reduzir a taxa de

dissolucdo dos materiais.
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Figura 78 - Comparacéo da taxa média de dissolucdo dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG3-1) e
quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-2), com concentracao de quitosana de 0,67% (m/v),

apos 10 e 21 dias de incubacdo
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Ao comparar os scaffolds CG2-1 (sem adi¢édo de tanino) com CGT-1 contendo 0,17%

de tanino (Figura 79), observamos uma reducdo significativa na taxa média de dissolucéo,
de 36% * 4% para 22% + 7% apds 10 dias de incubacdo e de 54% + 0% para 26% + 3%

apos 21 dias de incubacdo. Esse efeito pode ser atribuido a capacidade do tanino de interagir

com os grupos funcionais amina e hidroxila presentes tanto na gelatina quanto na quitosana,

promovendo a formacao de ligacfes cruzadas entre as cadeias poliméricas. Essas ligacoes

resultam em uma estrutura mais estavel, tornando o material menos suscetivel a absorc¢éo de

agua e, consequentemente, menos propenso a dissolucdo (ETXABIDE et al., 2022).
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Figura 79 - Comparacéo da taxa média de dissolucdo dos scaffolds hibridos de quitosana/gelatina (CG2-1) e
quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido (CGT-1), com concentracéo de quitosana de 1,33% (m/v),
apos 10 e 21 dias de incubacédo
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Fonte: Autor

Os scaffolds que apresentaram as maiores taxas de dissolucdo foram os de gelatina
pura (G) seguidos pelos de gelatina/tanino (GT), gelatina/quitosana CG2, quitosana pura C2,
gelatina/quitosana CG1, quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido CGT, quitosana
pura C1 e quitosana/gelatina CG3. Além disso, em todos os scaffolds maiores tempos de

incubacdo levaram a maiores taxas de dissolucéo.

Considerando que a taxa de dissolucdo dos scaffolds deve estar diretamente
relacionada ao tempo de regeneracao do tecido danificado, é compreensivel que o tempo de
dissolucdo ideal in vivo dos scaffolds cutaneos possa variar, devido a diversidade de tipos,
extensdes e localizagdes das lesdes as quais eles se destinam (QIN et al., 2022). Além disso,
condi¢es médicas subjacentes dos pacientes, como diabetes e obesidade, podem interferir
no tempo de regeneracdo (SEN et al., 2009). No entanto, em condi¢es normais, estima-se
que o tempo médio necessario para a regeneracdo da pele seja de cerca de 8 semanas, apos
0 qual a ferida pode ser considerada cronica (BLAKYTNY; JUDE, 2006).
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6 CONCLUSOES

A andlise dos espectros de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) dos scaffolds G, GT, CG e CGT confirmou a presenga dos compostos
gelatina, gelatina/xerogel tanino-glutaraldeido, gelatina/quitosana e
gelatina/quitosana/xerogel tanino-glutaraldeido, respectivamente, utilizados na sintese

desses materiais.

Observou-se uma influéncia marcante da composicdo dos scaffolds nos resultados
dos testes de porosidade, especialmente relacionados a propor¢do de soluto/solvente. Os

scaffolds com menor concentracao de soluto apresentaram maiores taxas de porosidade.

Os ensaios de dissolucéo evidenciaram a baixa estabilidade dos materiais presentes
nos scaffolds G. O aumento da concentracdo de glutaraldeido nos scaffolds G tem efeito
significativo no didmetro dos poros formados. Além disso, 0 aumento da concentracdo de
glutaraldeido permitiu que os scaffolds suportassem mais tempo em solucdo PBS, porém, o

méaximo de tempo suportado ndo ultrapassou 68 h.

A incorporagdo de tanino nos scaffolds GT, resultou na redugdo da taxa de
intumescimento, porosidade e dissolucdo. Contudo, ndo foi possivel determinar a capacidade
de adsorcdo de proteinas, devido a interferéncia das moléculas de tanino presentes na solugédo
BSA.

A adicdo de glutaraldeido teve efeitos positivos na porosidade e na taxa de dissolucéao
dos scaffolds C1 e CG1, porém reduziu a adsorcdo de proteinas em ambos os casos. Nos
scaffolds C1, a taxa de intumescimento diminuiu com o aumento da concentracdo de
glutaraldeido, enquanto nos scaffolds CG1, observou-se um leve aumento na taxa de

intumescimento.

Nos scaffolds C2, a varia¢do da concentracdo de quitosana melhorou a adsorcéo de

proteinas sem afetar a porosidade, taxa de dissolucdo e taxa de intumescimento.

A medida que a concentrago de gelatina aumentou nos scaffolds CG2, foi observada
uma reducdo na porosidade, adsor¢do de proteinas e taxa de dissolu¢do. No entanto, a

concentracédo de gelatina nédo teve impacto na taxa de intumescimento dos scaffolds.



158

Comparado o scaffold de quitosana/gelatina produzido com maior teor de quitosana
CG3-1 (1,33% m/v) ao scaffold com menor teor de quitosana (CG2-1, 0,67% m/v), nota-se
que 0 maior teor de quitosana acarreta um aumento nas propriedades de intumescimento e
na porosidade do material, enquanto reduz a taxa de dissolucdo, sendo a adsorcdo de
proteinas pouco afetada. Assim, é possivel concluir que o scaffold CG3-1 se destaca como a
opcdo mais viavel para aplica¢fes na engenharia de tecidos entre os scaffolds desenvolvidos

a partir da combinacgéo de quitosana e gelatina.

ConcentragOes mais elevadas de gelatina e tanino afetaram negativamente a taxa de
intumescimento, adsorcdo de proteinas e porosidade dos scaffolds de
quitosana/gelatina/xerogel de tanino-glutaraldeido, enquanto o aumento da concentracéo de
glutaraldeido aumenta a toxicidade do material. Assim, a composi¢do 6tima dessas espécies
na composicao desse material foi: glutaraldeido 0,08% (v/v), tanino (0,17%-m/v) e gelatina
(0,67%-m/v). O scaffold CGT-1, com menor concentracdo de quitosana (0,67%-m/v),
demonstrou elevada capacidade de intumescéncia, sem comprometer a estabilidade do
material, 0 mesmo ndo foi observado para 0 CGT-2. Por fim, o principal destaque desses
scaffolds é a elevada capacidade de adsorcao de proteinas, sendo substancialmente superior

a todos os outros scaffolds.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

7.1 SugestBes para trabalhos futuros

Sugestdes para 0 prosseguimento do presente trabalho com os scaffolds CGT-1 e

CG3-1 (que apresentaram melhores resultados):

e Anélise de citotoxicidade: realizar testes de citotoxicidade in vitro utilizando
linhagens celulares relevantes para o tipo de aplicacéo dos scaffolds CGT-1 e CG3-
1. Esses ensaios permitirdo avaliar se os scaffolds apresentam algum efeito toxico
ou prejudicial as células, essencial para a seguranca biocompatibilidade dos
materiais.

e Avaliacdo da capacidade de inibicdo bacteriana: realizar ensaios de cultura
bacteriana, para verificar a capacidade dos scaffolds CGT-1 e CG3-1 em inibir o
crescimento bacteriano. A presenca de quitosana e tanino em suas composic¢des pode
conferir propriedades antibacterianas, o que pode ser valioso para aplicagdes
biomédicas.

e Definicdo do tecido ideal de aplicacdo: com base na composicao dos scaffolds e nas
propriedades observadas nos testes anteriores, identificar o tecido especifico mais
adequado para a aplicacdo dos scaffolds CGT-1 e CG3-1.

e Diferenciacdo celular: realizar ensaios para examinar a influéncia dos scaffolds na
diferenciacéo celular, identificando o tipo e nivel de especializacdo das células. Essa
abordagem ajuda a entender melhor como o scaffold afeta as células, fornecendo
informacOes importantes para prever sua eficacia na engenharia de tecidos.

e Estudo in situ em cobaias: ap0s aplicar as sugestdes citadas, realizar estudos in vivo
em cobaias para avaliar o comportamento dos scaffolds CGT-1 e CG3-1 quando
implantados em tecidos biologicos. Esses estudos proporcionardo informacdes
cruciais sobre a biocompatibilidade, resposta imunoldgica, integragédo e degradacéo

dos scaffolds.
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