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RESUMO

Devido a crescente necessidade de substitutos ésseos que possam estar em contato
com o Sistema Nervoso Central (SNC), os pesquisadores tém procurado
extensivamente materiais bioativos, biodegradaveis, biocompativeis e multifuncionais
para mimetizar um ambiente adequado que forneca a sobrevivéncia das células
neuronais, bem como sua adeséo, proliferacdo, crescimento e diferenciacdo. Os
scaffolds devem ter carateristicas que lhes permitam servir de suporte provisorio para
0 crescimento, a migracdo e a diferenciacdo celulares semelhantes as de um tecido
nativo, para reparar ou substituir células, 6rgaos ou tecidos, a fim de restaurar funcbes
comprometidas por doencgas, defeitos congénitos, traumatismos ou envelhecimento.
O &cido folico esta associado ao crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso,
desempenhando um papel crucial na proliferacdo e diferenciacdo das células
estaminais neurais e no sistema hematopoiético. Neste estudo, preparamos scaffolds
a partir dos biopolimeros quitosana e colageno e adicdo do micronutriente &cido folico
(AF), também conhecido como vitamina B9. Sintetizamos um scaffold com AF em b-
ciclodextrina para prolongar o tempo necessario para a sua liberacdo. Isto aumentou
a interacdo entre a matriz polimérica e as células Neuro 2A. Foram analisadas as
carateristicas morfolégicas, quimicas e térmicas, as propriedades de liberacao in vitro,
a viabilidade celular e a ades&o. Todos os scaffolds testados num estudo de UV-
visivel in vitro liberaram rapidamente o &cido folico, com exce¢éo da amostra contendo
ciclodextrina, que liberou o &cido félico de forma lenta e gradual. O teste de
citocompatibilidade em células Neuro 2A também mostrou que nenhuma das
estruturas (com ou sem AF) era prejudicial para as células. De fato, o AF combinado
c o m -aiclofextrina tornou as células mais viaveis e ajudou-as a aderir umas as
outras, o que as fez crescer mais rapidamente. Por este motivo, os scaffolds podem
ser utilizados na engenharia de tecidos neuronais como um suporte provisoério para o

crescimento, proliferacéo e diferenciacdo de células neuronais.

Palavras-chave: scaffolds; colageno; quitosana; acido folico; b-ciclodextrina.



ABSTRACT

Due to the growing need for bone substitutes that can be in contact with the Central
Nervous System (CNS), researchers have been searching extensively for bioactive,
biodegradable, biocompatible and multifunctional materials to mimic a suitable
environment that provides for the survival of neuronal cells, as well as their adhesion,
proliferation, growth and differentiation. Scaffolds must have characteristics that allow
them to serve as a provisional support for cell growth, migration and differentiation
similar to those of a native tissue, to repair or replace cells, organs or tissues, in order
to restore functions compromised by disease, congenital defects, trauma or ageing.
Folic acid is associated with the growth and development of the nervous system,
playing a crucial role in the proliferation and differentiation of neural stem cells and in
the hematopoietic system. In this study, we prepared scaffolds from the biopolymers
chitosan and collagen and added the micronutrient folic acid (FA), also known as
vitamin B9. We synt hesi zcgchhdexdrin ® exdehd theltide
needed for its release. This increased the interaction between the polymeric matrix and
the Neuro 2A cells. Morphological, chemical and thermal characteristics, in vitro
release properties, cell viability and adhesion were analyzed. All the scaffolds tested
in an in vitro UV-visible study released folic acid rapidly, with the exception of the
sample containing cyclodextrin, which released folic acid slowly and gradually. The

cytocompatibility test on Neuro 2A cells also showed that none of the structures (with
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orwithoutPA) wer e har mful to the c eldcycledextrihmadd act ,

the cells more viable and helped them adhere to each other, which made them grow
faster. For this reason, scaffolds can be used in neuronal tissue engineering as a

provisional support for the growth, proliferation and differentiation of neuronal cells.

Keywords: scaffolds; collagen; chitosan; fo | i ¢ -ayclodextrin. b
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1 INTRODUCAO

Um grande avanco no tratamento médico € a medicina regenerativa (MR), que
tem como objetivo substituir ou regenerar tecidos ou 6rgaos danificados, restaurando
suas fun¢des normais (Mason; Dunnill, 2010).

As estratégias atuais usadas na medicina regenerativa séo: terapia baseada
em células, utilizacdo de materiais bioldégicos ou sintéticos para conduzir processos
de reparacdo e crescimento celular e a implantacdo de scaffolds semeados com
células (Sampogna; Guraya; Forgione, 2015).

A engenharia de tecidos (ET) € uma &rea multidisciplinar que envolve
conhecimentos de engenharia, medicina, biologia para aquisicdo de substitutos
biolégicos que possam manter, restaurar ou aprimorar as funcdes de um tecido
(Langer; Vacanti, 1993).

A crescente demanda pela substituicdo de Orgdos e tecidos, 0s avancgos
tecnolégicos em medicina regenerativa (MR) e ET resultou na aproximagcdo dos
conhecimentos, um campo multidisciplinar que abrange conhecimentos de
biomecanica, bioinformatica, quimica dos polimeros, ciéncia dos materiais, biologia
celular, nanotecnologia, engenharia e ciéncias aplicadas. Atualmente mencionado
pelo acrénimo (TERM) Medicina Regenerativa e Engenharia de Tecidos (Muzzio, et
al.,2021).

A inovacao de técnicas de aprimoramento e desenvolvimento de biomateriais
para obtencéo de novos tecidos em TERM, que sejam adequados para a construgao
de arcaboucos tridimensionais, usualmente poliméricos, também chamados scaffolds
leva a necessidade de compreenséao das propriedades da matriz extracelular (MEC),
componente essencial que envolve e proporciona um ambiente fisico para as células
(Bellini, et al., 2015; Muzzio, et al., 2021).

Uma das aplicagbes mais comuns de biomateriais disponiveis no mercado séo
os implantes médicos como as articulagcdes artificiais, ligamentos, valvulas cardiacas,
enxertos e tenddes. Dentre os métodos que proporcionam a cicatrizagdo de tecidos
humanos estdo as suturas, grampos para fechamento de feridas, curativos sollveis e
clipes. A combinagéo de scaffolds com moléculas bioativas e células, nanoparticulas,
biossensores capazes de identificar a quantidade e a presenca de substancias
especificas e sondas moleculares (National Institute OF Biomedical Imaging and

Bioengineering, 2017).
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Um dos fatores da dindmica socioecondmica € a inovagdo (Machado;
Lazzarotti; Bencke, 2018). A Inovacdo é como uma forma de adquirir um monopdélio
temporario sobre um produto diferenciado ou uma técnica. O sucesso do produto
inovador atrai a concorréncia, que busca imitar para ganhar lucro, aumentando assim
a competicdo no mercado causando a queda no preco de comercializagao
(Schumpeter, 1988).

Considerando essa visdo, o0 Capitulo 1 visa realizar uma prospeccao
tecnoldgica, de artigos e patentes, sobre scaffolds de Quitosana:Colageno com acido
félico para aplicacdo biomédica. A fim de analisar o cenario nacional e internacional
em relacdo as pesquisas relacionando os documentos de patentes depositados e 0s
artigos cientificos publicados, destacando as suas propriedades, aplicacdes e
potencial tecnoldgico. A prospeccao tecnoldgica e a revisdo criteriosa da literatura
cientifica, no Capitulo 2, sdo ferramentas importantes para contribuir no processo de
tomada de decisdo para o desenvolvimento de um scaffold com associacdo de
polimeros e moléculas bioativas para obtencdo de melhores propriedades fisico-

guimicas e bioldgicas.
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2 CAPITULO 1 - INOVACAO, ENGENHARIA DE TECIDOS E MEDICINA
REGENERATIVA, PROCURA DE PATENTES E PESQUISA DE ARTIGOS

2.1 INOVACAO

A palavra inovagéo se refere a um processo ou produto novo ou melhorado,
podendo ser separado ou em combinacdo que diferencie significativamente dos
produtos ou processos anteriores disponibilizados para utilizacdo. A inovagao de um
produto, segundo a OCDE (Organizacado para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico) ®: Ainovos ou mel horados produtos
significativamente dos produtos ou servigos anteriores, e que foram introduzidos no
mer cadoo yoSd& QWi)E

A inovacao baseada em conhecimentos cientifico e tecnoldgico visa solucionar
problemas enfrentados pela sociedade com o intuito de favorecer um estado de maior
bem-estar. Na inovacdo temos incertezas, que levam a implementacéo de produtos e
processos vantagens competitivas significativas (Freeman; Soete, 1997).

InovagBes tecnolégicas representam a introducdo, aquisicdo e
aperfeicoamento de novas tecnologias na produgao e/ou distribuicdo de quaisquer
servigos ou bens para o mercado (Szmrecsanyi, 2006).

Tecnologia pode ser entendida como um conjunto ordenado de todos os
conhecimentos utilizados na distribuicdo, na producédo e no uso de bens e servicos
(Sabato, 1978). Um conjunto de técnicas, conhecimentos, procedimentos,
ferramentas aplicadas na geracdo de uma producédo econdmica de bens e servigos

(Gongalves; Gomes, 1993).

2.2 ENGENHARIA DE TECIDOS E MEDICINA REGENERATIVA

Desde 1993 a area de engenharia de tecidos (Figura 1) vem avancando no
desenvolvimento de materiais mais adequados, técnicas de producdo de matrizes
mais confiaveis, obtencdo e manipulacdo de células utilizadas, contribuindo para o
desenvolvimento eficiente e o0 interesse de pesquisadores nessa area

(Khademhosseini; Langer, 2016).

ou
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Figura 1- Avancos na engenharia de tecidos.
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Fonte: (Khademhosseini; Langer, 2016).

Trés principais estratégias sdo utilizadas na engenharia de tecidos como: uso
de fatores indutores, uso combinado de células com matrizes de materiais naturais ou
polimeros sintéticos e aplicacdo de células isoladas (Langer; Vacanti, 1993).

A abordagem denominada de engenharia de tecidos in situ, utilizam matrizes,
gue podem ser chamadas de arcaboucos, com a finalidade de serem implantadas no
organismo para induzir a migracao de células tronco para o local da lesao estimulando
a restauracao do tecido (Gahawar; Singh; Khademhosseini, 2020).

Os scaffolds para cultivar células em laborat6rio, servem como apoio para
crescimento de um modelo de tecido, para posteriormente serem implantados no
organismo. O material utilizado para a producéo dos scaffolds deve ser biocompativel,
biodegradavel, flexivel ou apresentar uma rigidez, caracteristicas semelhantes aquela
do tecido nativo conforme representado na Figura 2. Essa abordagem € denominada

engenharia de tecidos ex vivo (Schaap-Oziemlak, et al.; 2014).

Figura 2 - Rigidez de tecidos biol6égicos em comparagéo a de alguns materiais

utilizados em laboratorio e na engenharia de tecidos.
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Fonte: (Guimaraes, et al.,2020) adaptado.

As técnicas abordadas sdo aplicadas em conjunto para criar semelhanca
biolégica ao tecido original com a finalidade de repor o tecido danificado, proporcionar
um ambiente capaz de funcionar ou de estimular a sua regeneracédo (Schaap-
Oziemlak, et al., 2014).

Conforme os dados apresentados pela Rede de Aquisicdo e Transplante de
Orgdos (OPTN i Organ Procurement and Transplantation Network) o nimero de
orgaos transplantados nos EUA em 2022 totalizou 42.888 érgéos transplantados.
Contudo, muitos pacientes morrem diariamente a espera de transplantes. Segundo a
Organizacao das Nagdes Unidas (ONU) entre os anos de 2019 e 2030, teremos um
aumento de pessoas com idade igual ou superior a 60 anos, passando de um valor
de 302 milhdes para mais de 366 milhdes. Com isso, para garantir um envelhecimento
seguido de qualidade de vida a area da saude precisa ter medidas adicionais para
assegurar um envelhecimento saudavel (Dixon, 2021).

O aperfeicoamento das técnicas na medicina regenerativa otimiza os cuidados
com a saude do século XXI, proporcionando a cura de certas deficiéncias e doencas

graves pelas melhorias nas opg¢des terapéuticas (Yamada; Behfar; Terzic, 2021).
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Figura 3 - Representacdo de areas de pesquisa em medicina regenerativa.
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Fonte: (Dieckmann et al., 2010) adaptado.

Visando a manutencdo do bem estar, os restabelecimentos das funcbes e
formas, oferecendo a perspectiva de prolongar a vida livre de doencas, a MR avanca
com o paradigma de Prevenir-Proteger-Promover (Yamada, et al., 2021).

2.3 PROCURA DE PATENTES

A metodologia adotada para a busca de anterioridade foi realizada na base de
dados de acesso livre online do Lens.org, por possuir uma base de dados gratuita com
acesso as principais bases de dados mundiais e a base de dados do Instituto Nacional
da Propriedade Industrial (INPI) do Brasil.

O levantamento foi realizado em abril de 2023, utilizando as combinac¢des de
descritores em inglés: ((composit* OR scaffold* OR sponge) AND ibiopolymero AND
"tissue engineer" AND ("drug release" OR "drug delivery")), sendo incluso as patentes
e 0s artigos que apresentassem esses termos no titulo e/ou no resumo. A palavra-
chave, escritas na lingua portuguesa para busca na base de patente nacional foi
fscaffold biomédicoa

Na busca por patentes foi utilizado palavras-chaves e o cédigo IPC
(Classificacao Internacional de Patentes), o AT Human necessities.

A busca foi realizada no dia 21 de abril de 2023 e resultou em 191 pela equacéo

geral de busca: ((composit* OR scaffold* OR sponge) AND fbiopolymero AND "tissue
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engineer*" AND ("drug release" OR "drug delivery")). Pela consulta ao banco de dados
do Lens.org utilizando a palavra-chave hidrogel biomédico, foram encontrados 233 e
ao utilizar scaffolds biomédico foram encontrados 1 pedido de patente no periodo de
publicacdo nos ultimos 23 anos (entre 2000 e 2023). A partir do levantamento
realizado, foi possivel observar que o maior depositante de patente é os Estados
Unidos.

Na consulta a Base de dados do Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI) do Brasil, foram encontrados 344 processos entre 0 periodo de publicacéo de
2000 a 2023 utilizando a palavra-chave hidrogel. Ao analisar os dados pode-se
averiguar que os codigos mais presentes foram A61L27, materiais para proteses.

Contudo, foram realizadas leituras dos resumos das patentes e artigos
encontrados e, quando necessério, a leitura do trabalho na integra. Ndo houve
critérios de exclusdo nas buscas, sendo incluidos no levantamento todos os
resultados referidos nas bases no momento da pesquisa.

O estudo patentométrico por ser uma fonte de informacé&o tecnolégica, contribui
na pesquisa e no desenvolvimento dos scaffolds aplicados na area biomédica.

A figura 4 representa a contagem de documentos por ano de publicacao obtido

pela base de dados do Lens.org.

Figura 4 - Contagem de documentos versus ano de publicacéo.
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A Figura 5 representa o niumero de patentes e as a¢des ocorridas ao longo dos
anos.

Figura 5 - NUmero de Patentes versus ano de publicacao.
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Fonte: (Lens.org, 2023)

Em uma pesquisa de um trabalho que visa o uso inovador de biomateriais, €
importante que se realize um estudo inicial de verificacdo destes biomateriais em
determinadas aplicacbes. O estudo de anterioridade por meio de prospeccao
tecnoldgica € necessario, de forma a contribuir e orientar a pesquisa e o possivel
desenvolvimento de patentes a ela relacionado. Assim, a pesquisa teve como foco os
biomateriais quitosana, colageno, acido félico e carbodiimida aplicaveis em scaffolds.

As buscas foram feitas utilizando os seguintes descritores, chiiosan”,
“collagen”, "folic acid" "scaffolds” and " c a rparaadlLens.org. d pata o INPI,
as buscas foram usadas no titulo e resumo utilizando os descritores iqui t osana
icol 8genoo, BcBfioldsd o e f ‘Alciac @ dii mi dao. Nest a
somados oS resul tados par a Afarcabowsoo,
combinagdes entre os descritores foram feitas. Houve ainda a analise das patentes
depositadas para scaffolds, associando-se ao codigo A do ICP da Classificacdo
Internacional de Patentes (ICP).

Para averiguar o aspecto inovador da pesquisa proposta, foram pesquisados
0s biomateriais juntamente com o descritor scaffold, mas ndo foram detectados
depdsitos que unissem 0s materiais propostos nas bases acessadas conforme esta
representado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Pesquisa por descritor

Descritor INPI Lens.org (com codigo
ICPR A)

Quitosana 207 12

Colageno 172 12

Colageno Tipo | -

Acido Fdlico 10

Carbodiimida 11

Scaffolds 8 107.703

Arcabouco 21 0
Scaffolds e Quitosana 2 0
Scaffolds e Colageno 0 2
Scaffolds e Acido Félico 0 0
Scaffolds e Carbodiimida 0 0

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As patentes (W0O2010141027A1) do ano de 2010 e a (US2012035608A1) do
ano de 2012, menciona a producao de scaffolds eletromagnéticos biocompativeis para
utilizacdo na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos, apresentando os
meétodos de producdo desses biomateriais eletromagnéticos que se assemelham a

tecidos e 6rgaos.

2.4 PESQUISA DE ARTIGOS

Foi realizada uma busca delimitada a partir do ano 2000 até a atualidade na
busca por artigos cientificos utilizando as plataformas Web of Science (Colecao
Principal da Thomson Reuters Scientific), Scopus (Elsevier) e Scielo (Scientific

Electronic Library Online). O levantamento foi feito em abril de 2023, utilizando as

combina-»es de descscaffodldeaed mengd merl £tsi: v en

scaff ol d an gendoiinoclurdedas matrites ¢ os artigos que apresentassem
esses termos no titulo e/ou no resumo.

Por fim, foram realizadas leituras dos resumos dos artigos encontrados e,
guando necessario, a leitura do trabalho na integra. Nao houve critérios de exclusao

nas buscas, sendo incluidos no levantamento todos os resultados referidos nas bases

me
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no momento da pesquisa. Na Tabela 2, estdo representados os niumeros de artigos
referentes aos scaffolds ou compdsitos biomédicos a partir de hidrogéis.

Tabela 2 - Numero de artigos encontrados nas bases de dados.

Bases cientificas

Numero de Artigos Web of Science Scielo Elsevier
110 02 396
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As principais areas de publicacdo dos artigos pela relacdo da tematica, podem
ser destacadas, Ciéncias dos Materiais com a maior propor¢ao das publicacdes em
geral com 37% dos artigos encontrados, seguida pela Engenharia com 15% e
Engenharia quimica com 11%. Os resultados encontrados estédo diretamente ligados
ao desenvolvimento de novos biomateriais para aplicagdo na engenharia de tecidos e
na medicina regenerativa.

Com as bhuscas e andlises dos bancos de dados Lens.org e INPI, pode-se
observar a ndo existéncia de um registro de pedido de patente relacionada aos
biomateriais quitosana, colageno e acido félico quando combinados. O mesmo foi
observado nas buscas por artigos que nao foi encontrado combinacfes dos
biomateriais em scaffolds. Concluindo o carater inovador do tema proposto, sendo
evidenciado com a obtencédo dessa informacdo durante a pesquisa aos bancos de
dados a uniédo dos trés biomateriais para formacéo destes scaffolds.
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3 CAPITULO 2 - SINTESE E CARACTERIZACAO DE SCAFFOLDS DE COLAGENO
E QUITOSANA CONTENDO ACIDO FOLICO EM CONCENTRACOES
DIFERENTES COM POTENCIAL APLICACAO NA AREA BIOMEDICA.

3.1 Introdugé&o

Uma previsao global até o ano de 2025 em relacdo ao mercado global de
biomateriais em termos de receita foi estimado em $ 47, 5 bilhdes. Esse crescimento
de 6,0% de 2020 a 2025 é impulsionado principalmente por subsidios de érgaos
governamentais em todo o mundo e pelo aumento de fundos para o avango de novos
biomateriais, aumentando a pesquisa em medicina regenerativa (Marketsandmarkets,
2020).

Os hidrogéis de polimeros naturais e seus derivados sdo empregados com
frequéncia por apresentarem propriedades fisico quimicas e biolégicas como:
biodegradabilidade, bioadesividade, biocompatibilidade, atividade microbiana,
auséncia de toxicidade, entre outros (Arca; Senel, 2008; Ganji; Abdekhodaie;
Ramazani S.A., 2007; Lee; Singla; Lee, 2001).

Os polimeros naturais, a quitosana e o colageno tém sido bastante utilizados
no preparo de hidrogéis. A quitosana por apresentar baixa solubilidade em agua e ser
soltivel somente em solu¢des com pH levemente acido, € comum combina-la a outros
biomateriais ou fazer modificacBes quimicas nas cadeias da quitosana para obter
novas propriedades.

O colageno tipo | apresenta propriedades similares aquelas encontradas nos
tecidos. E um biomaterial de origem natural, tem a capacidade de formar fibras a partir
de preparacfes soluveis, baixo indice de reac¢des imunoldgicas e abundéncia na
matriz extracelular (Chaudry et al., 1997).

A quitosana e o colageno sao polimeros naturais com propriedades adequadas
para fornecer uma estrutura de scaffold promissora no ramo médico, com
propriedades funcionais e mecanicas. Varios pesquisadores utilizaram a combinacao
dos dois biomateriais para a obtencéo de diferentes formas, como curativos, esponjas,
espumas, filmes, géis, matrizes nanofibrosas, membranas e materiais para entrega de
medicamentos (Guo et al., 2019; Perez-Puyana et al., 2019; Sin Mun et al., 2019).

Para a obtenc&o de um scaffold com propriedades mecanicas adequadas, faz-

se necessario o estabelecimento de ligacbes cruzadas no material. O uso do agente
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reticulante carbodiimida foi utilizado para estabelecer interacfes eletrostaticas entre
0S grupos amino da quitosana e os grupos carboxila do coldgeno, para estabilizar a
estrutura do material e melhorar as propriedades mecéanicas.

Diante das caracteristicas citadas acima, acredita-se que a combinacdo da
vitamina B9 com sistemas poliméricos permita a obtencéo de scaffolds bioativos com
grande potencial para aplicacdes biomédicas.

Neste sentido, este estudo tem como objetivo desenvolver um scaffold a base
de colageno e quitosana, com acréscimo de acido folico em concentracdes diferentes

para investigar a viabilidade do biomaterial para aplicagdo no ramo biomédico.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar scaffolds biomiméticos a partir de matrizes
poliméricas de quitosana com colageno hidrolisado, testando a incorporagéo do acido
folico para avaliar os principais efeitos da matriz polimérica com células nervosas
Neuro 2A.

3.2.2 Objetivos especificos
1 Desenvolver os scaffolds de colageno reforcado com quitosana com acréscimo
de acido folico em diferentes concentracdes por meio da reticulagcdo com hidrocloreto

de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC);

1 Caracterizar os scaffolds sintetizados quanto a sua composi¢cdo quimica e
morfologia;
1 Caracterizar os scaffolds obtidos a partir das técnicas de infravermelho e

termogravimetria;

1 Caracterizar testes de intumescimento dos scaffolds em condicbes de pH e
temperatura que simulem as condicdes fisioldgicas para avaliar a estabilidade das
amostras em meio fisiolégico;

1 Caracterizar as alteracbes de pH, porosidade e densidade aparente dos
scaffolds;

1 Caracterizar a degradacao e a absorcdo de agua nos scaffolds;

1 Caracterizar o perfil de liberacao in vitro do acido félico nos scaffolds;

1 Caracterizar testes de potencial zeta e isoterma de adsor¢éo e area superficial;
i Determinar o indice hemolitico;

1 Caracterizar a citotoxicidade in vitro dos scaffolds em cultura celular de
fibroblastos e em Neuro 2A;

1 Caracterizar a adesédo, morfologia e proliferacdo em cultura celular de
fibroblastos de camundongo (L929) e em Neuro 2A sobre os scaffolds;

1 Caracterizar o comportamento dos neurdnios nos scaffolds.
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3.3 Revisao da literatura

3.3.1 Scaffolds

Os scaffolds também conhecidos como andaimes, suportes porosos,
tridimensionais e mecénico podem ser utilizados para o cultivo de células. As células
séo inoculadas em meios de cultura adicionados de fatores de crescimento, tornando
o0 ambiente possivel para a proliferacdo tecidual e a regeneracdo de tecidos. Os
suportes devem desempenhar as seguintes funcdes: servir como molde temporario
para o crescimento, migracéo e diferenciacéo celular (Barbanti et al., 2005).

Os suportes devem possuir propriedades como resisténcia mecanica
compativel com o tipo de tecido e célula, formato e poros de tamanhos adequados,
biocompatibilidade (Machado et al., 2006).

Diversos biomateriais e técnicas de preparo sdo avaliados no espectro da
engenharia de tecidos com a finalidade de se assemelhar ao ambiente extracelular.
Um dos requisitos de grande importancia nos scaffolds € a porosidade, com
importante papel, responsavel pelo transporte dentro da matriz, de nutrientes,
metabdlitos, proteinas, gases, vascularizacdo geral e regeneracdo dos tecidos
(Adekogbe; Ghanem, 2005).

De acordo com os estudos cientificos essa porosidade deve apresentar
superioridade a 85% para serem aplicados na engenharia de tecidos e demanda de
espaco para a entrada e proliferacdo de células nos scaffolds (Yang et al., 2010; Kuo;
Lin, 2006; Mao et al., 2003).

O direcionamento da diferenciacdo celular € baseado na manipulacdo das
caracteristicas do ambiente extracelular, bem como na determinacédo de fatores
intrinsecos as ceélulas. Trabalho realizado por Levenberg et al. (2003) ao inocular
células-tronco embrionarias humanas em scaffolds poliméricos compostos por poli
(acido latico-co-glicélico) (PLGA) e poli (acido L-latico) (PLLA), concluiram que a
diferenciacao celular e a formagéo de estruturas tridimensionais ndo sao apenas
dirigidas por fatores de crescimento especificos, mas também podem ser
influenciadas pelo tipo de suporte no qual séo cultivadas.

Mohan e Nair (2010) semearam CTMs sobre scaffolds de origem sintética
(poli(alcool vinilico)- poli(caprolactona)) e de origem natural (gelatina-albumina) em

meio especifico para diferenciacdo condrogénica e verificaram que o scaffold sintético
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resultaram na diferenciacdo e crescimento de células com adequada morfologia e
secrecdo de componentes da matriz extracelular, enquanto que as células inoculadas
no andaime natural manteve a morfologia fibroblastoide, caracteristica das CTMs
(Célula-Tronco Mesenqguimais) nao diferenciadas. Comprovando que as propriedades
fisico-quimicas e a composicao quimica dos scaffolds influenciam na diferenciagéo de
células multipotentes.

A impressao tridimensional (3D) também denominada de manufatura aditiva,
vem ganhando avancos na biofabricacdo e proporcionado grandes inovacoes
técnicas. A impressao de materiais como os scaffolds, componentes de suporte vém
sendo estudados para a construcdo de modelos de deteccdo e diagndstico de
doencas in vitro, no entendimento de mecanismos moleculares e na criacao de tecidos
e Orgaos para a realizacao de transplantes. Os materiais sao selecionados para uma
melhor adeséao, crescimento e diferenciacdo das células para serem biocompativeis
na construcdo de tecidos (Murphy; Atala, 2014; Bhaskar; Nagarjuna, 2021).

A escolha da matéria-prima do biomaterial destinado ao uso como andaime é
muito importante. Os critérios que devem ser levados em consideracdo Ssao:
biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade, baixo custo e matéria-prima
de preferéncia de fonte renovavel (Hutmacher, 2000; Barbanti et al., 2005).

Entre os materiais biocompativeis para a fabricacdo de suportes teciduais,
podemos exemplificar os metais, os biopolimeros (polimeros de origem natural), os
polimeros de origem sintética e as bioceramicas. Os critérios de escolha para o
emprego na elaboragdo do andaime devem incluir o estudo das propriedades e
caracteristicas inerentes a cada material (Barbanti et al., 2005).

Um scaffold ideal para engenharia de tecidos neurais deve ter as seguintes
caracteristicas:

(a) auséncia de toxicidade,

(b) permitir a sobrevivéncia, proliferacdo e migracéo neuronal,

(c) favorecer a comunicacao eletroquimica celular,

(d) apresentar propriedades mecéanicas semelhantes as do cérebro e,

(e) ter a capacidade de liberar substancias de forma controlada (Zhang; Zhou; Zhang,
2013; Shafiee; Atala, 2017).

Um dos requisitos de grande importancia na construcdo de scaffolds a nivel
celular é apresentar biocompatibilidade e seguranca para ser uma estrutura biolégica

funcional, permitindo a fixacao, migracéo e proliferacéo celular. A nivel tecidual ndo
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deve ser imunogénico para ser aceita pelo organismo, e ndo deve ser fibrogénico
(Levengood; Zhang, 2014).

Os materiais a base de polissacarideos, proteinas e vitaminas apresentam uma
variedade de grupos funcionais disponiveis que podem atuar como locais para a
introducdo de caracteristicas quimicas desejadas ao biomaterial que carrega extensa
informacao biologica.

A escolha das proporcdes dos polimeros naturais para a sintese dos scaffolds
foi baseada nos trabalhos de Tangsadthakun et al, (2006) que desenvolveram
scaffolds contendo colageno-quitosana com 30% de quitosana. As analises
mostraram resultados favoraveis na proliferacdo de fibroblastos, células L929 onde
essa propor¢cao apresentou resultado promissor como um novo biomaterial para a
engenharia de tecidos da pele.

No trabalho de Kumar et al., (2019) sintetizaram scaffolds de colageno e
quitosana na proporcgéao 7:3. As analises demostraram favoraveis para a aplicacao na
area biomédica por apresentar efeitos de forte interacdo dos polimeros com maior
capacidade de inchamento, maior area superficial, permitindo a proliferacéo celular e
enorme viabilidade celular. A adsorcdo de proteinas foi maior se comparados aos
polimeros puros.

O complexo colageno-quitosana no presente estudo foi usado para imitar os
componentes da matriz extracelular nativa. Os scaffolds foram preparados utilizando
diferentes proporcdes de quitosana (Q) e colageno (C). Concentracdes diferentes de
acido folico, vitamina B9 (AF) foram adicionadas aos scaffolds para estudar o
comportamento dessa vitamina.

De acordo com os estudos de Kang et al., (2019), o acido félico apresenta efeito
na inducdo da proliferacdo, migragcdo e secrecdo das células de Schwann. As
concentragdes testadas do acido folico foram de 10, 50 e 100 mg / L. No cultivo de
células de Schwann com 100 mg/ L de acido folico apresentaram melhores resultados
na proliferacdo celular. Nos grupos de acido folico 10, 50 e 100 mg /L, a concentragao

do fator de crescimento nervoso foi maior do que no grupo controle em 7 dias.

3.3.2 Colageno
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O colageno representa 60% das proteinas totais presentes no corpo humano,
nos animais constitui 30% da matéria organica (Satish Kumar; Vijaya Ramu; Sampath
Kumar, 2019).

As células do tecido conjuntivo denominadas fibroblastos sintetizam o
coldgeno. Sao encontrados Varios tipos de colageno com diferentes formas e com
designacdes a partir de nimeros romanos que vao do | até ao XXIX. Sua estrutura
apresenta um formato de tripla hélice (Figura 6), com trés subunidades polipeptidicas
conhecidas em ¢ o0 mumcootendooem caala eadeam snaidide mil
aminoacidos. As cadeias polipeptidicas estdo organizadas conjuntamente contendo
aminoé&cidos como, alanina, hidroxiprolina, hidroxilisina, lisina e prolina (Satish Kumar;
Vijaya Ramu; Sampath Kumar, 2019, Cristina, 2013, Parenteau-Bareil; Gauvin;
Berthod, 2010).

Os aminoacidos essenciais presentes no colageno sédo a (metionina, tirosina e
histidina) ja os aminoacidos ndo-essenciais (glicina, prolina, hidroxiprolina, arginina e
alanina) (Swan; Torley, 1991).

A Figura 6 representa a tripla hélice do colageno.

Figura 6 - Colageno com tripla hélice mostrando a ligacdo de hidrogénio e
cadeias laterais radiais.

COOH NH, COOH

NH, COOH

Cadeia C Cadeia B

Fonte: (Paul; Bailey, 2003) adaptado.

Na musculatura esquelética dos animais sdo encontrados diversos tipos de
colageno como o: colageno do tipo I, lll, IV, V, VI, XIl e XIV (conforme representado
na Tabela 3). Em maiores propor¢des temos os tipos | e Ill (Deman, 1999; Olivo e
Shimokomaki, 2001; Duarte, 2011; Prestes, 2013).
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Tabela 3 - Classes, tipos e caracteristicas de diferentes tipos de colagenos.

Classe Tipo

Caracteristicas

Colagenos formadores de I

fibrilas

Vv
IX
Coldgenos associados aos
colagenos formadores de
fibrilas com interrupcbes nas
triplas hélices Xl
XV
\Y,
VI
Colagenos formadores de
redes X

Encontrado no tecido conjuntivo. Tipo
mais abundante encontrado na pele,
0sso0, ligamento e tendao.

Colageno da cartilagem, encontrado
no disco intervertebral e humor vitreo.
Prevalente nos vasos sanguineos,
pele e intestino.

Associado com o colageno tipo | no

0SSO0.

Apresenta trés dominios de tripla
hélice e trés dominios ndo helicais.
Coexiste com o colageno tipo Il na
cartilagem e no humor vitreo.
Associado com o colageno tipo | nos
ligamentos e tenddes.

Associado com o colageno tipo | na

pele e nos tenddes.

Encontrado na membrana basal.

Encontrado em muitos tecidos,
especialmente no endotélio.

Colageno com cadeia pequena,
encontrado na cartilagem hipertrofica,
com estrutura polimérica similar ao

colageno tipo VIII.

Fonte: (Cunha, 2006) adaptado.

O colageno tipo 1 é o mais conhecido quimicamente e tem se destacado pela

sua importancia na manutencéo da resisténcia mecéanica dos 0ssos e pela abundancia

(Shoulders; Raines, 2009).
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O coladgeno tipo | é uma proteina fibrilar estrutural mais utilizada como
biomaterial pelas suas caracteristicas fisico quimicas como sua estabilidade
conformacional, na matriz extracelular &€ encontrado com abundancia, capacidade de
suportar a adesdo, proliferacdo celular e alta similaridade da sequéncia de
aminoacidos entre as diversas espécies (Campos, 2008).

Os coladgenos de origem animal, especialmente os bovinos e suinos, sdo os
mais utilizados devido a sua abundancia, capacidade de formar fibras em solucéo e
baixo indice de reacfes imunologicas (Chaudry et al., 1997).

A sequéncia primaria do colageno tipo 1 é formada pelas ligagbes peptidicas
entre os aminoacidos (Glicina (Gly), Prolina (Pro) e Hidroxiprolina (Hyp)) conforme
apresentado na (Figura 7a). Na unidade de repeticdo a Gly ocupa cerca de 65% das
posicdes possuindo menor grupo lateral e permite que as cadeias se fecham formando
a hélice (Friess, 1998).

O tropocolageno é a unidade basica do colageno, formado por trés cadeias
polipeptidicas que se entrelacam helicoidalmente formando uma molécula linear com
180nm de comprimento, 1,4 a 1,5nm de largura, massa molar de 360.000 Da (Prestes,
2013).

Na Figura 7 esta representada a estrutura quimica do colageno do tipo I.

Figura 7 - Estrutura quimica do colageno do tipo I. (a) Sequéncia primaria de
aminoacidos (cadeia peptidica); (b) Enovelamento em tripla hélice; (c) Estrutura

quaternaria (Microfibrilas).

(a) OH
H o RI H O© R2 o
iamaww@,
- N7 SeH N7 N
e T dv oy
H O H O H

gly pro y aly X hyp

(b)
4"“\ ("”4.
Y Y %

AV

(c) 67nm, 410nlin
1.5nm

300nm —

Fonte: (Friess, 1988).
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O coldgeno possui baixa resisténcia mecanica, para melhorar essa
propriedade, faz se necessario estabelecer ligagfes cruzadas no material, usando
reagentes reticulantes como o glutaraldeido, diisocianato e carbodiimida, ou pela
producdo de compdsitos, como, por exemplo com a quitosana. O compdsito formado
entre a quitosana e o colageno é estabelecido por interacdes eletrostaticas entre o0s
grupos amino da quitosana e os grupos carboxila do coldgeno, estabilizando a
estrutura do material e resultando em uma matriz com propriedades mecanicas
adequadas para utilizacdo como scaffolds (Parenteau-Bareil et al., 2011).

O coladgeno é um polimero natural utilizado como biomaterial devido suas
propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade, bioatividade e
antigenicidade. Estudos séo realizados na utilizacdo de colageno na regeneracéo de
tecidos (pele, implantes, tenddes artificiais, implantes de cérnea, regeneracao de
cartilagem e substitutos de ossos), formulacdo de cosméticos, encapsulamento de
farmacos e na formacao de filmes e revestimentos para alimentos. O uso de colageno
na formulacdo de hidrogéis para sistemas de liberacdo controlada de farmacos e
compostos quimicos (Kozlowska et al., 2015; Veeruraj et al., 2015; Boccafoschi et al.,
2005).

Os biomateriais contendo misturas poliméricas tém sido amplamente utilizados
nos ramos meédico e farmacéutico. A miscibilidade nas misturas desses polimeros,
ocorrem por interacdes intermoleculares como, por exemplo, interacées do tipo Van
der Waals, ligacGes de hidrogénio, idnicas e dipolo-dipolo (Sionkowska et al., 2004).

A mistura de colageno e quitosana aumenta a biocompatibilidade, melhora as
funcdes dos biomateriais, podendo ser preparadas por eletrofiacdo, reticulacdo e
liofilizacdo (Taravel; Domard, 1993, 1995, 1996).

Deng et al.,, (2010) estudaram a atuacdo da adicdo da quitosana nas
propriedades fisicas do colageno, através de ensaios in vitro e in vivo para avaliar sua
capacidade de diferenciacdo e angiogénese em ceélulas epiteliais. A adicdo da
guitosana melhorou as propriedades fisicas do hidrogel e aumentou a capacidade de
diferenciacdo nas células endoteliais cultivadas.

Diferentes estudos explicitam o sucesso de scaffolds utilizando o colageno na
engenharia de tecido 0sseo (Pallela et al., 2011; Rodrigues et al., 2003); dentario
(Ohara et al., 2010); cartilaginoso (Yan et al., 2010) e epitelial (Liu; Ma; Gao, 2012,
MA et al., 2003);

Kosen et al., (2012) desenvolveram scaffolds a base de colageno e
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implantaram em c&es com defeitos periodontais. Os resultados mostraram viabilidade
do uso do coldgeno como matriz tridimensional para regeneracdo do tecido
periodontal. No grupo experimental a formacdo de tecidos periodontais foi
consideravelmente maior do que no controle.

O coldgeno possui alta massa molecular, no processo de hidrolise dessa
molécula, leva a geragdo de fragmentos de menor peso molecular, conhecidos como
peptideos comercialmente chamado de colageno hidrolisado. Os produtos gerados
possuem propriedades e utilidades variaveis, diferentes daquelas observadas nas
moléculas nativas. Na hidrélise do coldgeno o polimero quebra suas pontes de
hidrogénio, transformandoe m estr ut ur as e soptendoaimasvariédadee at - r
de subunidades menores, com propriedades modificadas como, por exemplo:
aumento da biodisponibilidade, menor viscosidade, baixo ponto isoelétrico, entre
outros (Marson et al., 2020; Ledn-Lépez et al., 2019; Chen et al., 2014).

3.3.3. Acido félico

O &cido félico € uma vitamina hidrossoluvel fundamental para o crescimento,
diferenciacdo e regeneracdo do sistema nervoso central (Iskandar et al., 2004). O
acido folico atua na proliferacdo neuronal, na diferenciacdo das células estaminais
neurais e na elongacédo axonal no sistema nervoso central (Iskandar et al., 2010;
Kronenberg e Endres, 2010; Ichi et al., 2012; Liu et al., 2013; Li et al., 2016).

O écido folico € uma vitamina do complexo B, a (B9) composta por uma
molécula de acido p-aminobenzéico (PABA), um anel pteridina e glutamato
(monoglutamato) sendo hidrolitica, esta representada na Figura 8 A. Essa vitamina,
apresenta alta biodisponibilidade, sendo estavel em diferentes condi¢cdes de pH e
temperatura. O acido folico é utilizado na fortificacéo de alimentos, nos farmacos e em
suplementos (Sanderson et al.,2003).

O &cido fdlico € a forma sintética do folato encontrada em suplementos
alimentares e alimentos fortificados. Folato (Figura 8 B) € um termo genérico usado
para descrever a forma natural da vitamina B9 encontrada nos alimentos,

principalmente em folhas verdes escuras, frutas citricas e em feijoes (Kim, 2007).
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Figura 8 - Representacdo da estrutura quimica do acido folico (a) e folato presente
naturalmente nos alimentos (b) (Adaptado de Kim, 2007).

(A)
(o]
H OH
HzNYN (o]
A
\[;/[N NH
NWNH‘@_\& 0
O HO
Pteridina PABA Glutamato
Q
OH
(B)

Fonte: (Kim, 2007) adaptado.

O acido félico é um micronutriente que participa de diversas reacfes como:
doacdo de grupamento metil no nosso organismo, conversdo de homocisteina a
metionina, duplicacdo celular (participa da sintese de purinas e timidilato) (OBEID;
Holzgreve; Pietrzik, 2013).

A adicao de acido folico em suplementos ajuda a prevenir certas doencas do
sistema nervoso central, como: defeitos do tubo neural; atrasos de desenvolvimento
e doenca de Alzheimer (Zammit et al., 2007; Ichi et al., 2012; Li et al., 2016).

Durante a absorcdo celular sdo utilizados trés sistemas de transporte,
classificados como: transportador de folato acoplado a protons (PCFT); transportador
de folato reduzido 1 (RFC1) e os receptores de folato (FOLRS), também chamados de
proteinas de ligacéo ao folato) (Matherly; Goldman, 2003; Kamen; Smith, 2004; Zhao;
Goldman, 2007).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0054
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0039
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0124
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O principal transportador na absorgéo intestinal de folato € o PCFT, que
desempenha um papel importante na homeostase do folato em humanos (Zhao et
al., 2009a ; ZHAO et al., 2009b).

O RFC1, através da membrana celular, transporta o folato para dentro das
células em pH neutro (Goldman, 1971; Sirotnak E Tolner, 1999 ).

Em relacho aos FOLRs, sdo conhecidos como proteinas de
ligacdo. Apresentam quatro genes em mamiferos: FOLR, FOLR1, 2 e 4, e através do
terminal carboxi - ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) eles estdo ligados a
membrana plasmatica (Kamen; Caston, 1986 ; Ratnam et al., 1989 ; Wang et
al., 1992 ; Shen et al., 1994 ).

No sistema fisioldgico as células normais transportam folato por meio de duas
proteinas associadas a membrana, o receptor de folato (RF), presente em macréfagos
ativados e em células epiteliais, e o transportador de folato reduzido, presente em
todas as células e responsavel pela via de captacao de folato (Beloqui; Des Rieux;
Préat, 2016; Loureiro et al., 2016; Samadian et al., 2016).

Uma célula normal necessita de baixas quantidades de folato para exercer sua
funcdo, enquanto os receptores de folato sdo superexpressos nas células
cancerigenas, 0 que permite que elas absorvam mais suprimentos de folato (Beloqui;
Des Rieux; Préat, 2016; Samadian et al., 2016).

Kiliay et al. (2011) em seus estudos, desenvolveram nanoparticulas poliméricas
com acido fdlico contendo etopdsido para avaliar a acao antitumoral. Os experimentos
foram realizados em células Hela e L929. A maior captacdo das nanoparticulas
ocorreu em células Hela do que em células fibroblasticas normais, indicando que a
funcionalizacdo direcionou para a linhagem tumoral. As nanoparticulas
funcionalizadas com &cido félico tém potencial para serem utilizadas como
promissoras para o direcionamento de farmacos em tumores (Kiliay et al., 2011; Zhang
et al., 2016).

Wu et al. (2010) desenvolveram carreadores lipidicos nanoestruturados
funcionalizados com &cido fdlico e polietilenoglicol encapsulados com paclitaxel para
tratamento do cancer de mama. Os carreadores funcionalizados contendo paclitaxel
foram testados em células S-180 e apresentaram maior atividade antitumoral. Nos
experimentos in vivo obtiveram resultados significativos com uma inibicdo no tumor

tratado com carreadores do que utilizando o paclitaxel livre, apontando uma melhora
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0116
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na atividade antitumoral pela utilizagcdo dos carreadores funcionalizados (Wu; Tang;
Yin, 2010).
Na Tabela 4, estdo representados os importantes estudos realizados in vitro

usando terapias regenerativas baseadas na Vitamina B9.



Tabela 4 - Estudos in vitro usando terapias regenerativas baseadas em Vitamina B9.
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Tecido Alvo  Composto Método Espécie Linha celular Resultados Referéncia
) Superexpressao da
Nanoparticulas de o
_ . ' MSCs atividade de ALP e do (Santosetal.,
hidroxiapatita Humano . o
humanos gene Runx2 (diferenciacao 2016)
. carregadas com FA .
Regeneracao . osteogénica)
Acido _ .
musculoesqu ol Liberacéo de
olico
elética vancomicina de pontos Prevencdo de infeccbes (Xiangetal.,
o o o Staphylococcu . _
guanticos de &cido Bactérias bacterianas associadas a 2012)
S aureus
folico/ZnO selados em implantes de Ti
nanotubos de titania
Quitosana conjugada Captacéao celular  (Yang; Gao;
com FA para entrega Roedor RAW 264,7  aprimorada e efeito  Kjems, 2014)
de siRNA silenciador de siRNAs
Acido
Doencas _
_ _ félico ou
inflamatorias
folato

continuacao



Acido folico livre

FA/PEA/DNA/PECE

hidrogel composto

PEG- D -
PAA@SPION FA

conjugado

Dendrimeros

direcionados ao folato

Nanoparticulas
poliméricas
conjugadas com

fosfato de

Humano

Roedor

Roedor

Roedor

Roedor

THP-1

C26 e 293T

RAW 264,7

RAW 264,7

RAW 264,7

O pré-tratamento com
acido folico diminuiu a
resposta inflamatéria em
macrofagos THP-1

ativados por LPS

Vetor potencial para

entrega de genes

Captacéao celular
promovida em macré6fagos
ativados
Absorcéao celular mediada
por FR promovida em
macrofagos ativados
Promove a captacao
celular em macréfagos
ativados e inibe a

producao de citocinas pro-
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(Samblas;
Martinez;
Milagro, 2018)

(Yang et
al., 2016)

(Zhong et al.,
2014)

(Poh; Putt,
2017)

(Cao et al.,
2015)



dexametasona
Nanoparticulas
responsivas ao pH

decoradas com

inflamatoérias e NO

Absorcéao celular mediada

] Roedor RAW 264,7 por FR promovida em
peptideo de ; _
B macrofagos ativados
penetragéo celular e
folato
A FA induziu a liberagéo
Condutos de de NT-3, NT-4/5 e
, ~ Rat Schwann _ }
orientagdo nervosa ) promoveu proliferacéo e
Roedor e celulas Adh _ .
CUPE carregados com b1 migracao de ambas as
FA linhagens celulares e
Reparacao o . oL
_ Acido diferenciacdo de PC-12
do Sistema . :
félico NSCs Proliferacdo de NSCs
Nervoso ] ]
neonatais de promovida por um
Roedor _
. o Sprague- mecanismo dependente de
acido folico livre
Dawley dose e DNMT
NSCs Proliferacdo de NSCs
Roedor

neonatais de

promovida por regulacao
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(Zhao et al.,
2018)

(Kim et al.,
2018)

(Lietal., 2012)

(Yuetal.,
2013)
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Sprague- epigenética da via
Dawley PI13K/Akt/CREB
NSCs Promovido neural e
_ S o (Luo et al.,
neonatais de diminui a diferenciacéo
Roedor . 2013)
Sprague- astrocitica em NSCs
Dawley regulando DNMT
FA reduziu a '
. o N . o (Xiao et al.,
Reparacao Acido HKUST-1 modificado HEKs, HDFs e citotoxicidade enquanto
o N Humano _ . 2018)
dérmica félico por FA HUVECs aumentava a migragao
celular
Hidrogéis a 1% em peso
Reparacao promoveram proliferacao
do Sistema Acido hidrogel derivado de Roed IPSCs de celular e ndo afetarama  (Lietal., 2018)
oedor
Cardiovascul folico FA mouse diferenciacao de iPSCs em

ar

relacdo a linhagem

cardiaca
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3.3.4 Quitosana

A quitosana é um polimero natural que auxilia na reconstrugdo dos
componentes da matriz extracelular, usado em sistemas de liberacédo controlada de
farmacos devido a sua biodegradabilidade. As enzimas do corpo humano conseguem
degradar esse polimero (Rana et al., 2010).

O biopolimero quitosana é um polissacarideo derivado do processo de
desacetilacdo da quitina, presente em exoesqueletos de crustaceos, de insetos, na
parede celular de alguns fungos, leveduras (Wan et al., 2003) e nematddeos.

A obtencédo da quitosana ocorre pela desacetilagdo parcial da quitina em
solugdo alcalina em diferentes extensdes da reacdao onde chamamos por N-
desacetilacédo, obtendo o copolimero de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicose (DON et al., 2006). O copolimero € formado por unidades
monoméricas de glicosamina (GIcN) e acetilglicosamina (GIcNAc), representados na
Figura 9, pelas unidades x e y respectivamente (Silva et al., 2004).

Figura 9 - Representacado das diferencas entre as estruturas quimicas de quitina e
quitosana e formas abreviadas das unidades estruturais de glicosamina (GIcN)

destacando apenas os sitios mais susceptiveis as reacfes de entrecruzamento.

o OH OH
Mf:& <
VHO '5}’[0 0 0 \
» NH, " TNH! HO=T2 07T
:Rf : ! !NH:
R

Quitina: R = COCH;
Quitosana: R = H (GleN) ou COCH; (GleNAc)

Formas abreviadas da unidade de glicosamina (GleN):

-2—
jasil@]
=}

@]
-
Y
-y
Lo

Fonte: (Gonsalves et al., 2011).
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Os grupos amino que estao livres na estrutura da quitosana (Figura 10) (grupos

GIcN), determinam o grau de desacetilacdo (GD) do polimero (Santos,2004).

Figura 10 - Representacéao estrutural da quitina e quitosana.

Quitina \O'm
HO \_;\

HOH,C

Quitosana
HO

o:< X y

CH, y > 50% = quitosana

Fonte: (Zhang et al., 2016) adaptado.

A quitina é solivel em grande parte dos solventes organicos, enquanto a
quitosana é solluvel em solugbes aquosas acidas devido a presenca dos grupos
amino, devido a protonacado do grupo funcional -NHs*) em sol u-»es com |
em meio aquoso sdo solvatados. Sendo classificado como polieletrglito catidnico
(Dash et al., 2011).

Figura 11 - Representacdo esquematica da solubilidade da quitina e derivados da

guitosana.
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Aumento da solubilidade |
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quitina bruta quitosana quitosana solavel quitosana solavel
insolavel solavel 3R substituida

em meio acido

Fonte: (Kumirska et al., 2011).

A mucoadesao e a atividade antimicrobiana da quitosana estéo relacionadas
com a protonagdo. A mucoadesividade ocorre devido a interagao eletrostatica entre a
quitosana protonada e a glicoproteina negativamente carregada do muco. A atividade
antibacteriana e antifingica ocorre devido a interacdo da quitosana protonada com as
moléculas negativamente carregadas das membranas das células microbianas
alterando a troca de nutrientes pela célula (Kumirska et al., 2011).

A quitosana possui diversas propriedades como ser: atdxica, biocompativel,
biodegradavel, ter alta afinidade com moléculas da matriz extracelular, apresenta
atividade antibacteriana, etc. Por apresentar essas caracteristicas, ela tem sido
aplicada em diferentes campos tais como medicina, administracdo de medicamentos,
fabricacdo de hidrogéis, no tratamento de agua, adesivos, embalagem de alimentos,

células de combustivel e condicionador de superficie (Honarkar; Barikani, 2009).
3.3.5 Agente reticulante

O hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Figura 12)
€ um agente reticulante bastante eficiente nas reticulacées de polissacarideos e de
proteinas, além disso, ndo é toxico, quando comparado a outros reticulantes como

glutaraldeido e o formaldeido (Tomihata, 1993).

Figura 12 - Estrutura quimica do EDC
H3C/\N:C:N/\/\|‘}|’CH3
CHj3

Fonte: A autora, 2023
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O 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida € um agente de reticulacao
sintético, capaz de formar ligacdes cruzadas estaveis com os biomateriais. Apresenta
na sua estrutura quimica um grupo funcional constituido pela formula (RN=C=NR)
podendo formar ligaces covalentes entre proteinas (Singh et al., 2016).

No processo de reticulacdo em um biopolimero podem ocorrer ligacdes
cruzadas entre as cadeias poliméricas o que diminui a solubilidade em &gua. As
propriedades inerentes ao material, sdo alteradas como a estabilidades mecanica,
térmica e a taxa de degradacéao (Young et al., 2005).

Os grupos carboxila livres presentes nos aminoacidos acido glutamico e
aspartico presentes nas moléculas de proteinas favorecem a reacdo entre os dois
compostos (Zeeman et al., 1999; Scheffel et al., 2014b; Scheffel et al., 2015a).

O EDC é soluvel em agua e em pH acido, ativa grupos carboxila livres
presentes em moléculas como as proteinas produzindo o O-acilisourea conforme

representado pela Figura 13 (Khunmanee; Jeong; Park, 2017; Nakajima; lkada, 1995).

Figura 13 - Representacéo do produto intermediario da reacdo cruzada entre a

carbodiimida e o grupo carboxila.

i
0 R1_N—?:N—R2
I
H 0
Carbodiimida Carboxila O- Acilisourea

Fonte: (Nakajima; Ikada, 1995) adaptado.

O O-acilisourea, intermediario formado na reacdo quimica da ligacdo cruzada
pode reagir com uma cadeia proteica adjacente ou um grupo amino nao proteico para
formar uma ligacdo amida covalente estavel, produzindo como subproduto final a ureia
(Tomihata; lkada, 1996; Bedran-Russo et al., 2010).

O EDC é um intermediario para ocorrer as ligagbes amida entre 0s grupos
a mi n-dblH2 provenientes de um residuo de lisina e grupos carboxilicos dos residuos

de &cido aspartico e acido glutamico das cadeias de uma proteina. Podendo formar
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ligacdo éster entre grupos carboxilicos e grupos hidroxilas (Choi et al., 1999; Liang et

al., 2004).

Figura 14 - Reacao da formac&o de amida entre grupos carboxilicos e grupos amino

em meio aquoso na presenca de EDC.
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Fonte: (Nakajima; lkada, 1995) adaptado.
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Na presenca (Figura 14), de grupo funcional acido carboxilico a carbodiimida

(1) sofre hidrélise e forma-se a uréia (2). Ja com os grupos carboxilicos ionizados, a

carbodiimida pode reagir e formar um composto o-acilisoureia (3), que em seguida

formara um carbocation (4). Pela reacdo com a agua, o carbocation (4) poderé
transformar-se num derivado de uréia (2). O grupo carboxilico ionizado pode produzir

um anidrido carboxilico (8), enquanto que os grupos carboxilicos ciclizaveis, formam
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uma amida (7) em presenca de grupo amino. No caso de grupos carboxilicos ndo
ciclizaveis, (4) reagird com uma amina ou com uma molécula de agua para produzir
um grupo carboxilato (6) ou uma amida (7). Caso moléculas de amina reagir
diretamente com o carbocation (4) podem formar amida (7) sem a formacéo de
anidrido. Se o meio estiver com excesso de EDC, a reacdo com o carbocétion (4) é
capaz de formar como subproduto a n-aciluréia (5) (Nakajima; lkada, 1995).

Liang et al. (2004) em seus estudos, desenvolveram hidrogéis de gelatina
reticulados com EDC e Genipin, verificaram que a carbodiimida pode formar ligacées
intramoleculares e ligacBes intermoleculares curtas entre moléculas de gelatina

adjacentes conforme proposto pela Figura 15.

Figura 15 - Representacdo do esquema ilustrativo do processo de reticulacdo

intermediado pelo EDC.

Ligacoes cruzadas intramoleculares

Grupo
N-aciluréia

Ligacao

amida

Gelatina T Gelatina

Ligacoes cruzadas intermoleculares
curtas

Fonte: (Liang et al., 2004) adaptado.
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De acordo com o esquema da Figura 6, levando em consideracdo, o presente
trabalho, o EDC pode reagir com grupos carboxilicos do colageno para formar um
derivado que reagird com grupos amino livres da quitosana, formando ligagdes amida
gue sao reticulacdes intramoleculares dentro da molécula do andaime.

A Figura 16 € uma representacdo de um esquema de uma possivel ligacao

covalente esperada entre as cadeias de quitosana e colageno.

Figura 16 - Representacao ilustrativa do processo de reticulacdo mediado pelo EDC

entre o colageno e a quitosana.

) AN
Colageno o /‘/A\N Z°
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N— Quitosana + \\“v“/ \‘C"/ W ~

T n

0 . .
. ] isoureia
Proteina reticulada

Fonte: (Zhou et al., 2022) adaptado.

O agente reticulante carbodiimida pode formar reticulagcées intermoleculares de
curto alcance entre as moléculas de colageno, quitosana e &acido folico. O
polissacarideo quitosana € uma base fraca com presenca de grupos amina e hidroxila,
podendo formar ligac6es de hidrogénio e ibnica com a proteina coldgeno e o acido
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félico. A Figura 17 representa possiveis interacdes intermoleculares que podem
ocorrer no andaime.

Figura 17 - Representacéo ilustrativa de interacdes intermoleculares entre o

colageno, quitosana e o acido folico.
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Fonte: A autora, 2023.

Os grupos de acido carboxilico (i COOH) e amino (-NHz) do colageno podem
formar ligacdes de hidrogénio com -OH e -NH2 da quitosana. Além disso, a hidroxila
(-OH) da hidroxiprolina, dos grupos laterais do colageno, formam ligagbes de
hidrogénio com os grupos i OH e amina (i NH2) da quitosana. A quitosana possui uma
longa cadeia com um grande numero de hidroxilas que se enrola em torno da tripla
hélice do colageno, ocasionando no emaranhamento de duas macromoléculas e
formando um novo complexo com alta viscosidade, comparado aos componentes
puros (Sionkowska et al., 2004).

3.3.6 Ciclodextrina
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As ciclodextrinas (CD) séo oligossacarideos obtidos da degradacéo enzimatica
do amido. S&o compostas de seis ou mais unidades de D-glicopiranose unidas por
| i ga- gleb)s Aslhais importantes CDs apresentando ocorréncia natural s&o as
ciclodextrinas que possuem seis unidades de glicose chamadas de U-ciclodextrina,
sete de b-ciclodextrina e oito monb6meros de glicose de 9o-ciclodextrina,
respectivamente (Figura 18) (Crinl et al., 2018).

Estas moléculas possuem um formato que se assemelha a um cone, devido as
conformacdes das cadeias das unidades de glicose com uma cavidade de 7,9 A de
profundidade. Os diametros superior e inferior da cavidade das CDs sdo 4,7 e 5,3 A
paraCh, U6, 0 e 6-CHP ¢ pPab ae a8CPBsonfprmgrepresentado 2
na Figura 18 (Venturi et al.,2008).
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Fonte: (Venturi et al.,2008).

As ciclodextrinas independentemente do numero de unidades de glicose
possuem uma superficie externa hidrofilica com grupos hidroxilas e uma cavidade
interna relativamente hidrofobica. Devido a essas caracteristicas as ciclodextrinas

podem servir como hospedeiros na formacdo de complexos de inclusdo com
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diferentes moléculas hidrofébicas (Lin et al., 2019; Liu et al., 2021; Uyanga et al.,
2020).

A -@iclodextrina tém sido amplamente utilizadas para aumentar a taxa de
dissolucéo de farmacos pouco soluveis em agua (Gami et al., 2020). Varios trabalhos
vem estudando a i reicladexpimar e kidvogeéid aa bdse de
polissacarideos, como por exemplo, hidrogéis de celulose que podem carregar
farmacos hidrofobicos e exercer um efeito de liberacdo controlada, melhorar a

resisténcia mecanica do hidrogel composto (Cui et al., 2021) e melhorar a propriedade

de intumescimento (Gami et al., 2020). Aored or da b or d a-cichodektena n a

0s grupos hidroxila reativos (-OH) podem ser modificados por varios grupos funcionais
para proporcionar ainda mais propriedades especificas (Wang et al., 2021).

Nesse estudo, uma amostra de scaffold f o i incorporado a
suas caracteristicas estruturais por apresentar Otima capacidade de formacédo de

clatratos (cavidades onde séo aprisionadas outras moléculas).

d
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4 METODOLOGIA

4.1 Etapas do desenvolvimento do trabalho

O fluxograma apresentado na Figura 19 descreve as principais etapas que

foram desenvolvidas neste trabalho:

Figura 19 - Fluxograma das etapas desenvolvidas no presente trabalho.

PREPARO DOS

SCAFFOLDS
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= Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR) *» Teste de adesdo e morfologia celular
= Grau de desacetilagéo da quitosana * Teste de proliferacéo
= Analise Térmica * Ensaio com Neurdnios

= Capacidade de absor¢éo de agua

= Porosidade e densidade aparente

= Teste de Swelling

= Biodegradacéo in vitro

= Liberagao do acido flico

= Estudo da variac&o de pH

= |soterma de absorgéo e area superficial
= Potencial Zeta

= Teste de hemaolise

Fonte: A autora, 2022
4.2 Materiais

Para a sintese dos scaffolds e analises foram utilizados os seguintes materiais:
q Acido acético glacial;
1 Quitosana em po de baixo peso molecular Lote: #5TB69041 Sigma Aldrich
1 Colageno Hidrolisado Tipo | Lote: 2837482 Fagron
1 Alcool etilico absoluto 99,3% i Quimica Moderna Lote: 02203
1 Alcool etilico 95% Lote: BQ79935
1 1 etil, 3,3 dimetilamino propil carbodiimida hydrocloride Sigma-Aldrich Lote:
E77501 5G
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Acido Fdlico INFINITY Lote: 20210101

Acetona P.A ACS Fmaia Lote: BQ79842

Acido Cloridrico 37% P.A Lote: 006488

Cloreto de Potassio P.A Nuclear Lote: 09121611
Bicarbonato de Sédio Grupo Quimica Lote: 410272
Cloreto de Sadio P.A Neon Lote: 18714

Cloreto de Calcio anidro Vetec Lote: 0805384

Fosfato de Potassio bibasico anidro PA Lote: 00373110
Tris-(hydroxymetil aminometano) Lote: 33742

Sulfato de Sodio anidro P.A/ACS Neon Lote: 54607
Cloreto de Magnésio hexahidratado Synth Lote: 201544

4.3 Sintese dos scaffolds

Para a preparagéo dos scaffolds foram utilizadas as seguintes solugdes:

12) Preparo da solucdo de quitosana: Adicionaram-se 2g de quitosana em 98 mL de

agua ultra pura e 2mL de acido acético (98%). A mistura foi mantida em agitacao

magnética, em temperatura ambiente até completa dissolucgéao.

22) Preparo da solucéo de colageno: Adicionaram 2g de coldgeno em 100mL de &gua

ultra pura a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética para dissolucéo.

Para o preparo dos scaffolds, as solu¢des de quitosana (2% m/v) e colageno

(2% m/v) foram misturadas na proporc¢éo volumétrica de 70/30 (Quitosana/Colageno)

e na proporcdo volumétrica de 70/30 (Colageno/Quitosana) conforme representado

na Figura 20.

A essa mistura foi adicionada sob agitagdo, massas de &cido folico as aliquotas

conforme Tabela 5 apresentada abaixo:
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Tabela 5 - Composicao dos scaffolds

Composigao
Scaffolds Identificagao Colageno (mL) Quitosana (mL) Acido  Félico (mg)
A1 CQ Puro 70 30 -
A2 CQ AF 5mg 70 30 5
A3 CQ AF 10mg 70 30 10
Ad CQ AF 15mg 70 30 15
A5 CQ AF 20mg 70 30 20
AB QC Puro 30 70 -
A7 QC AF Smg 30 70 5
A8 QC AF 10mg 30 70 10
QC AF 10mg (com B-
A9 ciclodextrina) 30 70 10
A10 QC AF 15mg 30 70 15
A11 QC AF 20mg 30 70 20

Fonte: (Elaborado pela autora).

Figura 20 - Representacéo esquematica da sintese dos scaffolds.
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Figura 20 - Representacéo esquematica da sintese dos scaffolds.

Pesagem - . ; : o : 3
dos - = / — =
scaffolds : £ m - P ERE N

1% (mlv)

- Scaffold

Liofilizagéo ' : o
Congelamento Homogeneizagédo

Scaffold

Acréscimo de 24h a uma Etapa de Neutralizagédo i ! Reticulado
0,7% (miv) de temperatura * Etanol absoluto durante 1h; Congelamento Liofilizac#o
solugédo de 4°C. . ;
reticulant'e em v~ Etanol 70% (v/v) durante 1h;
Acetona:Agua v Agua ultrapura. (vlv) durante
(8:2) (viv) 30 min

Fonte: (Criado com o BioRender).

Em um scaffold com propor¢cdo de Q:C (70:30) AF 10 mg, 20 mg de b-
ciclodextrina foi incorporada a solucdo contendo 10 mg de acido félico em agua a
temperatura ambi ent eCD e Rade fdlino fdrammraisturados enb
uma proporcao de 20:10 em massa (mg), respectivamente. O 4cido félico foi pesado
com precisdo e dissolvidloe m 8 gua ul t rC® fopdissoleida ene dgaa usando
um banho-maria. Entdo, a solucao de &cido folico foi lentamente adicionada a solugéo

d e -Cb. A solucéo obtida foi acrescentada a mistura de Quitosana: Colageno (70:30).

4.3.1 Congelamento e liofilizagéo

As solugbes foram transferidas para tubos de Falcon de polipropileno,
colocados em um freezer a uma temperatura de -20°C (48h). Apos este periodo, 0s
tubos Falcon contendo a mistura solidificada foram transferidas para um banho com
nitrogénio liquido e secadas utilizando um liofilizador Savant Mdulyo D-Freeze Dryer,
Thermo Electron Corp do Laboratdrio de Quimica Inorganica do Departamento de
Quimica da UFMG para a secagem dos scaffolds a -46 ° C e 1,1mBar durante 3 dias.

4.3.2 Reticulagéo
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A reticulacdo quimica foi realizada utilizando a metodologia adaptada de Kim;
Knowles; Kim, 2005). As amostras, depois de retiradas do liofilizador foram colocadas
em dessecador para chegar a temperatura ambiente e reticuladas. Para o processo
de reticulacdo foram utilizadas 1% (m/v) dos scaffolds para cada 0,7% (m/v) de
solucéao reticulante de 1 etil, 3,3 dimetilamino propil carbodiimida hidrocloreto diluido

em solucdo de Acetona: Agua (8:2) (v/v) durante 24h a uma temperatura de 4°C.

4.3.3 Tratamento de neutralizacao

Os scaffolds ap6s o tempo de reticulacdo foram completamente imersos em
etanol absoluto durante 1h, seguida em etanol 70% (v/v) durante 1h e posteriormente
lavados com agua ultrapura durante 30 min (Madihally; Matthew, 1999 adaptado). Por
fim, as amostras finais foram vertidas em tubo Falcon e seguiram o mesmo

procedimento de congelamento e liofilizagdo (Figura 21).

Figura 21 - Representacdo dos scaffolds depois de reticulados, neutralizados e
liofilizados. (a) C:Q (70:30) Puro; C:Q AF 5mg; C:Q AF 10mg; C:Q AF 15mg; C:Q AF
20mg, (b) Q:C (70:30) Puro; Q:C AF 5mg; AF 10mg; AF 15mg; AF 20mg.

Fonte: A autora, 2023

4.4 Caracterizacao fisico quimica dos scaffolds

4.4.1 Analise microestrutural por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
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A morfologia dos andaimes foi estudada por MEV. Para analise de MEV, os
scaffolds liofilizados foram fixados no porta amostras com uma fita de carbono dupla
face e recobertas com ouro para que ndo se desprendesse com O processo de
metalizacdo. As amostras foram metalizadas com ouro para possibilitar a conducéo
do feixe de elétrons emitido pelo aparelho ao material. Este processo leva a ampliacao
da amostra em inimeras vezes onde € possivel visualizar a estrutura do material.

As amostras foram analisadas no laboratério de Microscopia Eletrénica da PUC

Minas utilizando o Microscoépio eletrénico de varredura modelo JEOL [t-300.

4.4.2 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho foi realizada para investigar a composicao
dos scaffolds contendo quitosana, colageno hidrolisado, &cido félico reticulados com
EDC. Os scaffolds foram caracterizados por meio de andlise espectroscépica na
regido do infravermelho (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR). O
equipamento utilizado foi o espectrofotbmetro Perkin Elmer Spectrum GX, do
Departamento de Quimica da UFMG. Os espectros foram obtidos a partir de pastilhas
de KBr na regido de 4000 a 400 cm™ com 30 varreduras, resolucdo de 1cm, para
identificacdo das ligacdes caracteristicas das composi¢des dos scaffolds. Os dados
foram posteriormente gerados utilizando o programa OriginPro 7.0.

Segundo Sabnis e Block (1997), para a determinacg&o do grau de desacetilacao
da quitosana (GD) propds um método, utilizando a razéo das absorbancias em 1655

e 3450 cm para calcular o GD conforme a Equacéo 1.

00 WX @ Yo— (Equagéo 1)
Onde: No espectro de infravermelho da quitosana obtemos a A1655 e A3450 nas
frequéncias de 1655 e 3450 cm™ que representam as absorcdes principais desse

composto.

4.4.3 Analise térmica
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O estudo do comportamento térmico dos scaffolds liofilizados foram realizados
por meio de andlise termogravimétrica (TGA). A analise de TGA foi conduzida no
equipamento analisador térmico TA Instrument (modelo SDT Q600) em atmosfera de
nitrogénio com vazao de 100 mL/min. Para avaliar a perda de massa, as amostras
foram pesadas cerca de 3mg em um cadinho de alumina. As amostras foram
aquecidas a uma razéo de 10°C por minuto até 750°C. As andlises foram realizadas
no Departamento de Quimica da UFMG e os dados obtidos foram analisados no

programa OriginPro 7.0.

4.4.4 Avaliacédo da capacidade de absorcdo de agua

A técnica de absorcao de agua € estabelecida como a agua absorvida pelo gel
guando um polimero altamente absorvente incha em solucéo, podendo ser agua de
troca iGnica ou solucdo salina até atingir o equilibrio. O método de medicdo geral,
envolve a imersao da amostra em uma solucao por um determinado periodo de tempo
especificado a fim de medir o volume ou o peso, sendo calculado no final do teste a

taxa de absorcao conforme a seguinte equacéo (Osada et al., 2001):

'y b —@p T (Equacéo 2)

Onde:
Aa = Taxa de absorc¢éo de agua (%);
Ww = Peso do material inchado;

Wp = Peso do material seco.

A absor¢éo de agua dos scaffolds foi determinada pesando-se cerca de 10 mg
dos scaffolds liofilizados, colocados com 2 g de agua mill-Q em um tubo préprio e
imediatamente, centrifugados na centrifuga eppendorf modelo 5425D durante 30
minutos a 3000rpm. As amostras foram removidas e 0 excesso de agua retirado com

papel de filtro e pesada.

4.4.5 Porosidade e densidade aparente
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Para determinar a porosidade e a densidade aparente dos scaffolds, foram
utilizados como solvente o etanol absoluto por ndo solubilizar as amostras e facilidade
de penetragao nos poros.

Para as analises, uma massa de andaime conhecida (mi) foi adicionada em
uma proveta contendo um volume conhecido de etanol (v1) e deixado em repouso até
gue ocorresse a imersao completa dos scaffolds para garantir que todos 0s seus poros
sejam preenchidos completamente pelo solvente. O volume de etanol restante na
proveta (v2) foi anotado. Apds esse tempo os scaffolds foram retirados do etanol e
pesados para registrar sua massa impregnada com o liquido (mf). Com os valores de
mi, mf, v1 e v2 é possivel calcular sua densidade aparente, conforme Equacgéo 2 (Loh;
Choong, 2013).

T — (Equacéo 3)

O volume dos poros (Vp) € dado pela Equacao 3, sendo a densidade do etanol
}] = 0,789 g.cm
on —— (Equacéo 4)

Ja a porosidade (e) é calculada pela Equacao 4, descrita abaixo.

- — (Equacéo 5)

O resultado foi expresso como média + ‘O O(desvio padréo) (¢ = 3).

4.4.6 Teste de Intumescimento

O comportamento de intumescimento dos scaffolds, foram realizados utilizando
o Teste de intumescimento baseado nas metodologias de Malik et al. (2020) e Ren et
al. (2018). Para o teste foram pesadas amostras dos scaffolds liofilizados em triplicata
e colocados em solucao tampéao PBS pH 7,4 a 37°C sob agitacdo a 60 rpm. Os tempos
experimentais ocorreram em 10 min, 1 hora, 3 horas e 24 horas, os scaffolds foram
retirados do PBS, colocados em papel de filtro por 1 segundo e depois pesados.
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A razéo de intumescimento foi calculada usando a seguinte férmula:

2AURAT OO0 ACGAE T AHOF @p 1 1t (Equacio 6)

4.4.7 Analise de perda de massa

Os testes foram realizados segundo a metodologia adaptada de Gorgieva e
Kolol (2012) e Ren et al. (2018). A biodegradacéo in vitro dos scaffolds foi estudada
através do monitoramento da perda de massa em funcéo do periodo de incubacéo a
37°C sob agitacdo a 60 rpm em solucéo fisioldgica PBS pH 7,4.

Os tempos de incubacéo foram em 1, 2, 3, 4 e 6 dias, apds este periodo as
amostras foram retiradas das solucdes e colocadas em papel de filtro por 1 segundo
e depois pesados.

A massa inicial das amostras secas, antes da imersdo em PBS pH 7,4, foi
medida e nomeada como (massa inicial). Ao final dos intervalos de tempo
estabelecidos, a massa das amostras secas (massa final) foi medida e a perda de
massa foi monitorada pela diferenca entre a massa final e a massa inicial de cada
amostra.

A perda de massa foi calculada usando a seguinte formula:

0 AOARA AO DA @po nmt  (Equagdo 7)

4.4.8 Estudo da Liberac&o controlada do Acido Folico

Para o teste de liberagéo do acido félico foram pesadas amostras dos scaffolds
liofilizados em triplicata e colocados em solu¢cdo 2mL de tampéo PBS pH 7,4 a 37°C
sob agitacao a 55 rpm. Os tempos experimentais ocorreram em 30 min, 1, 3,5, 7 até
115 horas, decorrido o tempo, foi retirado o volume, centrifugado por 30 minutos em
3000rpm. O sobrenadante foi retirado e realizado as leituras de absorbancia no
comprimento de onda de 282nm. O espectrofotdmetro de absor¢cédo molecular utilizado
foi o de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®). Ap6s cada tempo do

experimento o meio PBS foi trocado.
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Para a determinacao das concentracdes de acido félico, foi feita uma curva de
calibragdo com concentra¢gbes conhecidas, usando como branco a solucdo de PBS
pH 7,4.

4.4.9 Medida de pH

Para a realizacéo da medigcéo de pH dos scaffolds, a metodologia foi adaptada
de Lu, Wei e Yan, (2011). As medidas de pH foram realizadas com a amostra de cada
andaime imersa em 10 mL de Fluido Corporal Artificial (FCA) e mantidas nos intervalos
de tempo a 37°C. Para o teste, foram utilizados os seguintes intervalos de tempo: 10,
30, 60 e 120 minutos e apo6s cada 24h por 4 dias, usando pHmetro (MS TECNOPON,
mPA-210, Brasil). O FCA foi substituido diariamente apds cada medida de pH. Os
testes foram feitos em triplicata e os valores foram expressos pela média das medidas
de cada amostra.

Para o preparo do FCA foi utilizado o procedimento proposto por Kokubo (2006)
e descrito na norma | SO/ FDI SImplégnsforrsurge6 7 ( il
In vitro evaluation for apatite-forming ability of implant materials, 2007). A sequéncia
de adicdo e da quantidade dos reagentes utilizados na preparacdao do SBF estdo
representadas abaixo e essas composi¢cdes sao semelhantes a encontrada no plasma
sanguineo:

1 Cloreto de Sdédio (NaCl) massa = 8,035¢g

1 Bicarbonato de Sédio (NaHCO3s) massa = 0,355g

1 Cloreto de Potéassio (KCI) massa = 0,225¢g

1 Hidrogenofosfato dipotassio trihidratado (K2HPO4.3H20) massa =

0,231g
1 Cloreto de Magnésio hexahidratado (MgCl2.6H20) massa = 0,311g
1 Acido Cloridrico 1 mol/L volume= 39 mL
1 Cloreto de Calcio (CaCl2) massa = 0,292¢g
1 Sulfato de Sodio (Na2S0O4) massa = 0,072g
i Tris-hidroximetil aminometano (HOCH2)sCNH2) massa = 6,118g

As massas descritas acima foram pesadas e diluidas para 1 litro de FCA em

agua ultra pura. O pH final ajustado para 7,4.
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O FCA também chamado por SBF (Simulated Body Fluid) é uma solucdo
acelular similar ao plasma humano, contém as mesmas espécies ibnicas em
concentragfes iguais ou muito semelhantes ao encontrado no plasma sanguineo
humano (Kokubo; Takadama, 2006).

Na Tabela 6 sdo mostradas as concentracfes de ions do SBF.

Tabela 6 - Concentracao ibnica no SBF em compara¢do com o plasma sanguineo

humano.

Concentragio idnica (mmol. L)

ions Na+ K+ g2+ Ca+ Cr HCO, HPOZ S0,
Plasma Sanguineo 1420 50 1.5 25 103.0 27.0 1.0 0.5
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 1478 4,2 1,0 0,5

Fonte: (Kokubo; Takadama, 2006).

4.4.10 Medida do Potencial Zeta

Medidas do potencial Zeta foram feitas para conhecer a carga sobre a
superficie das particulas e para avaliar a estabilidade do espalhamento das
dispersdes dos scaffolds. O equipamento utilizado foi o Zetasiser ZS Nanoseries,
Malvern Intruments, com cubetas de poliestireno (DTS 0112). Para realizar o ensaio
foram utilizadas as solugbes base dos scaffolds e colocadas em cubetas para
medi¢cGes no Potencial Zeta. Para cada amostra foram realizadas 30 leituras e os
valores de potencial Zeta foram registrados a partir do resultado da média das trés
medidas.

Para medir a estabilidade de solu¢cbes poliméricas o Potencial Zeta é um
indicador chave. O potencial Zeta indica 0 grau de repulsdo eletrostatica entre
particulas adjacentes, igualmente carregadas em uma mistura.

Um potencial Zeta elevado confere estabilidade a uma disperséo (Tabela 7), ou
seja, a € mais resistente a agregacédo. Quando o potencial é baixo, a disperséao pode
quebrar e ocorrer a coagulacdo ou floculacdo (Hanaor et al., 2012; Greenwood,;
Kendall, 1999).
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Tabela 7 - Estabilidade de solu¢cBes poliméricas em funcdo do Potencial Zeta.

Potencial Zeta (mV) Comportamento
Dedath Rapida coagulacdo ou floculacdo
De £10 a £30 Estabilidade incipiente
De +30 a 40 Estabilidade moderada
De +40 a +60 Boa estabilidade
Maior que +61 Excelente estabilidade

Fonte: (Hanaor et al. 2012; Greenwood; Kendall 1999).

4.4.11 Isoterma de adsorc¢éo e area superficial

Para o ensaio de isoterma os scaffolds passaram pela desgaseificacdo durante
4 horas a uma temperatura de 55°C. As analises foram realizadas no equipamento
Quantachrome AutosorblQ2 equipament, do Departamento de Quimica da UFMG. A
técnica de adsorcao de nitrogénio sobre a superficie dos materiais é bastante utilizada
para determinacao da porosidade, distribuicdo de poros e area de superficie. A técnica
de fisissorgéo de nitrogénio a 77K foi utilizada para obter os valores da distribuigdo do
didametro dos poros. A area superficial especifica foi calculada através da aplicacao
da equacédo derivada por Brunauer, Emmett e Teller (BET). O diametro médio e o
volume de poros nas etapas de adsorc¢ao e dessorcao foram calculados com base no
método de Barrett, Joyner e Halenda (BJH), adotando uma faixa de pressao relativa
(p/p0) entre 0,03 a 1,0.

O formato das isotermas, depende das caracteristicas porosas do material e do
comportamento da quantidade de gas adsorvida contra o valor de P/P0. Segundo a
recomendacdo mais recente da IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada), de 2015, as isotermas podem ser classificadas em 6 tipos (Thommes et al.,
2015).

A figura 22 mostra os padrbes de isotermas classificados pela IUPAC.
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Figura 22 - Classificacédo das isotermas de acordo com a IUPAC como padrdes de

isotermas de adsorcao gasosa por superficies solidas.

I(a) I(b)
a — r —_—
IV(a) IV(b)
{
/d /)t

Fonte: (Thommes et al., 2015).

4.5 Caracterizacao bioldgica in vitro dos scaffolds

4.5.1 Preparo e esterilizagdo das amostras

Para estudar o comportamento dos scaffolds, os testes de citotoxicidade in
vitro, crescimento, adeséao e proliferacdo das células, os scaffolds foram preparados
sob condicdes estéreis, em fluxo laminar. Em todos os testes, os scaffolds foram
previamente expostos a radiacao de luz ultra violeta (UV) (254 nm Light Electronics)
por 1h, a uma distancia de 10 cm da fonte de radiacdo nos dois lados. Para o preparo
das solucGes precursoras foram utilizados agua ultrapura do Sistema Milli-Q® estéril
para obtencdo das formulacdes propostas. Os scaffolds estéreis foram submetidos

aos testes in vitro, conforme preparados.

4.5.2 Cultivo de células

Cultura de células de fibroblastos de camundongo (L929) foram cultivados em
garrafas contendo DMEM High Glucose (4500 mg/L) suplementado com 10% de SFB
e 1% de antibidtico/antimicético (Penicilina 10.000 unidades. mL1/ estreptomicina

10mg/L), 1% L-glutamina e 1% de aminoacidos néo essenciais. Incubadas em estufa
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umidificada a 37°C com CO2 a 5%. Células Neuro 2A, também foi examinada seguindo

0 mesmo protocolo acima.

4.5.3 Teste de citotoxicidade in vitro por ensaio MTT em cultura de fibroblastos L929

e em linhagens de neuroblastos do cérebro de camundongos (Neuro-2A).

A Figura 23 representa o procedimento geral para a realizacéo do teste.

Figura 23 - Representacdo do diagrama esquematico do ensaio MTT.

Andaimes
estéreis

|

Preparacao dos
eluatos de 24h,
48h e 72h

| Plagqueamento |

Células 24horas de incubacéo a
37°C a 5% de CO,

Adicao do meio
de cultura/MTT

4horas de incubacéo
a37°C a 5% de CO;

Leitura da
absorbancia

Fonte: (Elaborado pela autora).

Para o preparo dos eluatos, 10 mg de cada andaime foram pesados e
submersos em 1 ml de meio de cultura celular ndo suplementado, e incubados por 24,
48 e 72 horas a 37 °C. Apos cada periodo de tempo, foram retiradas aliquotas de 1mL
e colocados em microtubos tipo eppendorf limpo, seco e esterilizado.

Com uma contagem de confluéncia de 80%, as células foram lavadas com PBS
e seguidamente tripsinizadas com tripsina/EDTA 0.25% durante 4 minutos e

transferidas para placas de 96 pocos com concentracdo em torno de 6x103
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células/poco, cada placa foi incubada por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Apés esse
periodo, foram adicionados os extratos dos eluatos, em quintuplicada na placa de 96
pocos e incubados durante 24 h. Ap6s o periodo de incubacédo, as placas foram
lavadas duas vezes com solucédo de PBS estéril, o0 meio foi trocado para DMEM low
glucose sem vermelho de fenol acrescido do 10 mL de reagente de MTT (brometo 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetraz6lio), com uma concentracdo 5 mg. mL7?,
dissolvido em PBS. No acréscimo do reagente MTT as placas foram protegidas da luz
devido a fotossensibilidade do composto. Depois de 4 horas de incubacdo a 37 °C,
5% de COg, para formacgéo dos cristais azuis de formazam, foi adicionado 50 mL de
solucdo detergente de dodecilsulfato de sédio (SDS). Para comparagdo, 0 grupo
controle foi utilizado com células sem acréscimo de extratos do eluatos. As placas
permaneceram em agitacdo durante 15 minutos, ap6s o periodo, foram realizadas as
leituras em espectrofotdmetro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®)
no comprimento de onda de 570 nm.

Os valores obtidos foram expressos como porcentagem de células viaveis de
acordo com a Equacao 8.

6EAAERERABRAAG @p . (Equacéo 8)

Testes de citotoxicidade em linhas de neuroblastos do cérebro de
camundongos (Neuro-2A) foi realizado conforme descrito: O meio de cultura celular
exposto ao hidrogel foi testado quanto a uma possivel citotoxicidade em linhas de
neuroblastos do cérebro de camundongo (Neuro-2A). O meio utilizado para a cultura
de células, tanto durante a manutencdo como nas experiéncias, foi DMEM (Sigma)
supl ementado com 10% de sor o Lfde ¢s@meptonicmasr i n o
(Gibco) e 100 U/mL de penicilina (Gibco). Para as culturas e experiéncias que
ocorreram especificamente com células Neuro-2A, foram também adicionados 2 € mv
de L-glutamina. As culturas foram mantidas numa incubadora de células a 37°C e
numa atmosfera com 5% de COa.

Cada amostra de hidrogel liofilizado (100mg) foi submersa em 10 mL de meio
DMEM suplementado estéril (j& mencionado) e incubada a 37°C sob rotacao orbital
de 25rpm por 72h. Ap6s este periodo, o meio foi separado do hidrogel em aliguotas

para utilizacdo nas experiéncias. Para as experiéncias, as células foram colocadas
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em placas de 96 pocos com 1 x 10* células por pocgo. Os tratamentos foram efetuados
24 horas mais tarde, quando os meios de cultura celular foram substituidos pelas
amostras de ensaio nas diferentes diluicbes acima mencionadas. ApGs 24h, os meios
expostos ao hidrogel (amostras de teste) foram trocados por meios suplementados
com 10% de brometo de metiltiazolildifenil-tetrazélio (MTT) a 5mg/mL e, em seguida,
as células foram novamente colocadas na incubadora. Apés 3 horas de incubacéo, o
meio foi substituido por 100 pL de DMSO (ACS Cientifica) e a placa foi colocada num
agitador orbital durante 10 min para diluicdo dos cristais de formazan gerados pelas
células viaveis. A absorbancia foi lida a 570nm num espectrofotémetro (Epoch, BioTek
Instruments) e a viabilidade celular foi representada como uma percentagem relativa
ao controlo. Os graficos foram gerados utilizando o software GraphPad Prism 6.0. As
experiéncias foram realizadas de acordo com Mosmann (1983) e com base nas
diretrizes da norma ISO 10993-5 (2009) e do protocolo ECVAM n.° 17. De acordo com
a norma ISO 10993-5 (2009), deve haver uma reducédo da viabilidade celular superior
a 30% para que uma amostra seja considerada citotéxica.

Para encontrar a porcentagem de células viaveis, foi considerado o grupo
controle com 100% de viabilidade.

Para a avaliacdo do teste de citotoxicidade in vitro, foi utilizado a norma ISO
10993-5:1999 (Biological evaluation of medical devices;Part 5: tests for in vitro
cytotoxicity) onde os graus 0 e 1 representam nao citotoxicidade e, os graus 2, 3, 4 e
5 representam diferentes niveis de citotoxicidade (Xiao et al., 2018).

1 Grau 0: Viabilidade celular O 1 0 0 %;

1 Grau 1: 75% OViabilidade celular O 9 9 %;

1 Grau2:50% O Vi ab celularda 0 & %;

1 Grau3:25% O Vi a b celularda d & %;

T Grau4:1% O Vi a b telularda @ & %;

1 Grau 5: Viabilidade celular = 0.

O teste colorimétrico MTT (brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-
difeniltetrazdlio), determina a viabilidade celular por meio da atividade da enzima

redutase mitocondrial em células vivas.

4.5.4 Teste de adeséo e morfologia
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A adesdo e a morfologia celular de fibroblastos e células Neuro 2 A foi
analisada. Para isso as células foram cultivadas em meio de crescimento DMEM-high
glucose, suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino e 1% v/iv de
penicilina/estreptomicina. Para a cultura 3D, os scaffolds foram cortados com bisturi
em espessura de 0,3 a 0,5 mm, comportados em pocos de placas de 24 pocos
(diametro 16 mm) e esterilizados sob radiacdo ultravioleta UV por 30 minutos.
Subsequentemente, foram revestidos com fibronectina por 2 h. Ap6s esse tempo,
1x10° células foram semeadas em cada scaffold, em um volume baixo de 150 pL, para
permitir que as células se aderissem ao biomaterial e ndo no fundo da placa. Apos 3
h, o poco teve seu volume completado para 500 pL. O meio de cultura foi substituido
a cada dois dias. Para os ensaios de adesao, as células foram semeadas nos scaffolds
e, apos 24h, os sobrenadantes foram cuidadosamente coletados e transferidos para
um novo tubo. O poco foi cuidadosamente lavado com PBS, que também foi
transferido para 0 mesmo tubo contendo o sobrenadante, a fim de coletar o maximo
de células possivel. Tubos contendo sobrenadante de poco e PBS lavado de cada
poco individual foram centrifugados a 400 rpm por 7 minutos, e cada pellet foi
ressuspens odeman dé dultum fresco. As células foram contadas usando
uma camara de Neubauer.

A eficiéncia de adesao foi entdo calculada como:

% EE A B\ ARAEGP-I . ! (Equago 9)

A morfologia celular foi acessada por marcacdo fluorescente para a
visualizagao do citoesqueleto de actina. Para isso, os scaffolds ou laminulas contendo
as células foram lavados duas vezes com PBS e entéo fixados com paraformaldeido
4% a temperatura ambiente por 20 minutos. As amostras foram entdo lavadas com
PBS, permeabilizadas com Triton-X100 0,5% por 15 minutos a temperatura ambiente,
lavadas novamente com PBS e incubadas com Alexa Fluor 546 faloidina (Thermo)
1:400 em PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS e os nucleos celulares foram corados com 4',6'-diamino-2-fenil-indol
(DAPI) diluido a 1:1.000 em PBS por 1 min a temperatura ambiente. As amostras nos
scaffolds foram primeiro colocadas sobre laminulas antes de todas as amostras serem

montadas e visualizadas em um microscopio confocal Zeiss LSM 880 do Centro de
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Aquisicao e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG. Videos tridimensionais

foram adquiridos usando a configuracdo de empilhamento z (z-stack).

4.5.5 Teste de Proliferacao

O teste de proliferacao foi realizado de acordo com a metodologia adaptada de
Xiao et al. (2018). Neste experimento foram utilizadas células de fibroblastos de
camundongo (L929) e células Neuro 2A. Os corpos de prova (10 mm de diametro x 2
mm de altura) dos scaffolds desenvolvidos foram desinfectados com radiacao
ultravioleta por 1 h. Apds, cada amostra foi colocada individualmente nos pocos das
placas de cultura de 24 pocos, em quadruplicata, e sobre cada amostra foram
adicionadas 400¢ L DMEM lawglucose suplementada canrt 2% de
soro fetal bovino e antibidticos (0.1 mg/mL-1 estreptomicina e 100 U/mL-1 penicillina).
As placas foram incubadas a 37°C, 5% de CO:2 por 2 horas. Apés, o meio foi retirado
e 200eL de meio foram adicionados em c
24h, 48h e 72h, a 5% de CO2. Apos o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas

duas vezes com solucédo de PBS estéril, o meio foi trocado para DMEM low glucose

ada

sem vermel ho de f enol acresci do, camumd 0

concentragdo 5 mg. mL*?, dissolvido em PBS. As placas foram protegidas da luz
devido a fotossensibilidade do MTT. Depois de 4 horas de incubacao a 37 °C, 5% de
COg, para forma-«o dos cristais azuis d
detergente de dodecilsulfato de sddio (SDS). Ao completar 15 minutos em agitacao,
foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro de UV-visivel (Thermo Scientific
Multiscan Spectrum®) no comprimento de onda de 570 nm. O grafico de proliferagéo
celular foi tragado, tendo o tempo de cultura como a abcissa e o valor de DO como a
ordenada (Xiao et al., 2018; Lei et al., 2019).

4.5.6 Teste de Hemolise
Para a avaliacdo da hemdlise, 10mg das amostras dos scaffolds foram

submetidas a testes com sangue de cavalo doado pela Faculdade Arnaldo. O sangue

coletado foi misturado com solugdo de anticoagulante na razdo de 19 mL de

el

(0]
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anticoagulante para 30 mL de sangue. A Tabela 8 mostra a composicdo do

anticoagulante utilizado.

Tabela 8 - Composicao do anticoagulante.

Componente Quantidade
(9)
Citrato de soédio dihidratado 1,315
Acido citrico 0,165
) ) Para 50 mL de agua ultrapura
Fosfato de sodio monobasico 0,110
Dextrose 1,595

Fonte: (Paranhos, 2007).

As amostras dos scaffolds foram inchadas em solugé&o salina (0,9% p/v NacCl)
a 30 °C por 24 horas. Em seguida foram transferidas para placa de 96 po¢os. Com o
auxilio de uma pipeta automatica foram adicionados 0,20 mL de sangue na superficie
da amostra. ApGs o tempo de 20 minutos foram adicionados 3,0 mL de solucao salina
para interromper a hemdlise. Controles negativo e positivo foram obtidos através da
adicao de 0,20 mL de sangue em 3,0 mL de solucdo salina e 4gua deionizada,
respectivamente. Em seguida foram retiradas aliquotas de 1,0 mL do sobrenadante e
analisada em espectrofotometro de UV-vis no comprimento de onda a 545 nm
(Paranhos, 2007).

O indice hemolitico foi determinado através da Equacéo 9 e os resultados foram

classificados de acordo com a Tabela 9.

8 8

el

b (Al &l

D¢

(Equacéo 10)

oA
8

onde Abs. sdo as absorbancias obtidas pela amostra, o controle negativo e o controle

positivo, respectivamente.
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Tabela 9 - Classificacdo dos materiais conforme o indice hemolitico.

indice Hemolitico (%) Classificacao
0-2 Nao hemolitico
2-5 Levemente hemolitico
=D hemolitico

Fonte: (Elaborado pela autora).

4.5.7 Teste com neurdnios

As amostras utilizadas foram preparadas dentro de placas de 24 pocos, o0 que
fez com que seu didmetro original fosse compativel com o didmetro desejado para os
experimentos. Uma vez recebidas, as amostras foram cortadas transversalmente em
discos com espessura na faixa de 0,5 a 1,0 mm. Depois de cortadas, as amostras
foram armazenadas em uma placa de 24 poc¢os, onde permaneceram até o uso. Essa
placa passou por irradiacéo ultravioleta dentro do fluxo laminar por 20 minutos para
esterilizacdo. Quando as amostras eram retiradas do armazenamento e colocadas
nas placas finais de seus experimentos, uma nova sessao de irradiacdo ultravioleta
de 10 minutos, anterior ao procedimento de coating, era realizada para assegurar
esterilidade. Em uma placa de 24 pocos foi selecionado os discos previamente
cortados e dispostos em pocos individuais de acordo com a configuragcdo do
experimento, onde passavam pela sessao final de irradiacao ultravioleta descrita na
etapa anterior. O procedimento de coating foi adaptado para que toda a superficie das
amostras fosse submersa e tratada. As amostras que nao passaram pelo coating em
determinado experimento eram submersas em PBS 1x enquanto as demais passavam
pelo procedimento. Estas permaneciam submersas até o momento de adigcdo do meio
de cultura, momento em que as intervengdes voltavam a ser iguais em todos 0S pogos.
Para as amostras que passaram por coating, primeiramente eram adicionados 500 € L
de Poli-L-Ornitina
(PLO) (1:100-10e g/ mL) em cada po-o0 tratado. A solu
sobre os scaffolds de forma a assegurar penetrabilidade em todo o material. A placa
era entdo mantida em fluxo laminar por 4 horas. Apos esse periodo, o volume de PLO

era removido e os pocos eram lavados duas vezes com H20 estéril, novamente
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pipetando diretamente sobre o scaffold para assegurar que a lavagem fosse eficaz
nas partes mais profundas do materi al

Laminina (1:2000-1e¢ g/ mL) eram pi petados em cada
incubadora a 37°C por 12-16 horas (overnight). Apds o tempo de incubacao, a

laminina era retirada e os pocos eram lavados duas vezes com PBS 1x estéril e

Cor
po-

gel ado. Por fim, 400 eL de meio de cul tur

antecipacao as células. Os eventuaispogosvaz i o0s eram preenchi
PBS 1x para minimizar a perda de meio por evaporacdo e a placa era mantida em
incubadora a 37°C até o momento de plaqueamento das células. Cada poco, incluindo
0s controles que ndo continham os scaffolds, foram plagueados com 250 mil neurénios
corticais priméarios. Apés 4 horas do plagueamento, o vetor viral AAG-EGFP foi
aplicado com carga de 2 x 107. Durante uma semana, 0S pogos tiveram seus meios
de cultura trocados a cada dois dias, sendo retrados200e L e i nsCGrd ld
longo deste periodo, as células eram analisadas ao microscopio para verificar sua
qualidade e viabilidade bem como o sucesso da expressao de EGFP. Ao fim do
periodo de 7 dias, a placa com as células ainda vivas foi levada para o microscopio
em que as imagens seriam obtidas. As imagens foram obtidas utilizando o microscopio
confocal do centro de aquisicdo e processamento de imagens (CAPI), modelo
LSM880. Para cada poco, um z-stack foi feito de forma a mostrar o maximo possivel
do material analisado. Os aumentos utilizados foram 10x e 20x. Para visualizacdo dos
neurdnios e seus neuritos, o comprimento de onda 408 nanémetros, compativel com
EGFP, foi utilizado. Para visualizagdo do material, o comprimento de onda 405
nandémetros foi utilizado. Uma vez obtidas, as imagens foram reconstruidas em 3D
através do software zen blue e novas imagens ortogonais aos eixos X, Y e Z foram
processadas. Além disso, regides com propriedades particulares também foram foco

de novas imagens para analise qualitativa.

4.6 Andlise estatistica

Todos os experimentos quantitativos foram repetidos em triplicata (n = 3) com
excecdo do teste de viabilidade celular em quadruplicata (n = 4) e 2 experimentos
independentes (réplicas biolégicas) foram realizados. Todos os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. Antes das comparagfes estatisticas, a

dos

.0OSAG I
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normalidade (distribuicdo gaussiana) dos dados foi testada por meio da analise
estatistica usando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste de
homogeneidade de variancias Levene. A analise de ANOVA foi utilizada para avaliar
a comparacao entre 0s grupos para a viabilidade celular, a proliferacdo celular e
adesado. O pos-teste de Bonferroni para comparacdes multiplas foi utilizado para
analisar diferencas significativas entre pares de grupos. As diferencas foram
consideradas significativas em p < 0,05 avaliado pelo software Jamovi project (2024).

jamovi. (Version 2.6).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéo dos scaffolds

5.1.1 Analise microestrutural dos scaffolds

A morfologia dos scaffolds € uma das propriedades mais importantes para
aplicacao na engenharia de tecidos. Com finalidade de assegurar a adesao celular e
a difusdo de nutrientes entre as células e a matriz extracelular a ser formada, essas
matrizes devem apresentar uma estrutura com alta porosidade e poros interligados.
Para cada tipo de célula e do tecido que ir4 ser reparado é preciso existir um intervalo
de tamanhos de poros critico para cada scaffold, podendo ter variacbes de tamanho
( iden, 2011).

Um dos requisitos basicos para a fixacao e crescimento de um novo tecido em
um biomaterial € que ele tenha uma estrutura de poros interligados e apresenta alta
porosidade (Kim et al., 2005). Dessa forma, as imagens de MEV podem ser
ferramentas Uteis para predizer a possivel migracéo de células para os scaffolds.

As imagens de MEV (Fig. 24) permitem avaliar a estrutura e porosidade dos
scaffolds. Nota-se que todas as formulagcdes apresentam uma estrutura porosa, o que
pode fornecer uma area superficial adicional para o crescimento de células.

A Figura 24 mostra as micrografias de MEV dos scaffolds sintetizados na

proporcao de Quitosana/Colageno (70:30).

Figura 24 - Micrografias dos scaffolds no microscépio eletrénico de varredura MEV
(200X). A) QC Puro; B) QC AF 5mg; C)
ciclodextrina); E) QC AF 15mge F) QCAF20mgcom escal a de

QC A
100¢
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Micrografias dos scaffolds obtidas no microscaépio eletrénico de varredura, JEOL 1t-300, para anélise
da morfologia de superficie
(Q:C Puro; Q:C AF5mg; QC AF10mg; Q:C A F 1 0 mgciclodextrma);:C AF 15mg
e Q:C AF 20mg)
Barra de escala 100 &m.

Fonte: Microscopia Eletronica da PUC Minas
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As imagens apresentam uma superficie com alta porosidade e com indicios de
interconexdes entre si. As imagens obtidas pela analise no MEV (Figura 24) permitem
avaliar a estrutura e porosidade dos scaffolds. Observa-se que todas as formulagtes
apresentam uma estrutura porosa, o que pode fornecer uma area superficial adicional
para o crescimento de células. Os scaffolds apresentaram poros predominantemente
abertos e ovais.

Para emprego na regeneracgédo de tecidos, um material adequado deve exibir
uma estrutura porosa que possibilite uma boa circulacdo de nutrientes, de células e
remocao de residuos metabdlicos (Camarero-Espinosa et al., 2016; Tamaddon et al.,
2017).

Como o objetivo deste trabalho é a producao de scaffolds que possam servir
como matrizes temporarias que criardo um microambiente favoravel para
diferenciacdo e crescimento de células. A presenca de poros menores garantira a
passagem de nutrientes enquanto 0S poros maiores servirdo como suporte para o
crescimento de células, sendo favoravel a ampla distribuicdo desses poros.

A Figura 25 mostra as micrografias de MEV dos scaffolds sintetizados na
proporcao de Colageno/Quitosana (70:30) apos a liofilizacdo. Podemos observar que

a estrutura das matrizes mudou com a adi¢édo do acido félico.

Figura 25 - Micrografias dos scaffolds no microscoépio eletrénico de varredura MEV
(200X). A) CQ Puro; B) CQ AF 5mg; C) CQ AF 10mg; D) CQ AF 15mg; E) CQ AF
20mgcom escala de 100&gm.

——
—— -

SED 100V WD1ilmm Sid-PCS00 HighVac x000 SEEES ]10um .
8558 SeplSAR  memm 8560 Sep152022  meme
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Micrografias dos scaffolds obtidas no microscopio eletrdnico de varredura, JEOL It-300, para andlise
da morfologia de superficie
(C:Q Puro; QC AF 5mg; C:Q AF 10mg; C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg)
Barra de escala 100 &m.
Fonte: Microscopia Eletronica da PUC Minas

As formulagcbes contendo quitosana em maior proporcdo (Figura 26)
apresentaram estrutura porosa, e com indicios de interconexdes entre si. A
distribuicdo dos poros abertos e interconectados € visivel, apresentado estruturas
homogéneas com poros em formatos esféricos. Enquanto as formulagbes com
coldgeno em maior proporgdo (Figura 24) exibiram uma estrutura composta pelas
fibras de colageno intercaladas pela matriz porosa da quitosana.

Pelas imagens é possivel observar que a estrutura das matrizes mudou com a
adicdo de acido folico. Aumentando a proporgéo de colageno no composto, podemos
observar uma quantidade de estrutura composta por fibras de colageno intercaladas
na matriz porosa da quitosana, podendo ser observados a presenca de estruturas
fibrilares e diminuicdo da quantidade de poros. Os grupos protonados da quitosana

interagem com o0s grupos desprotonados do coldgeno, levando as interacdes
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intermoleculares como as ligacdes eletrostéaticas e de hidrogénio formadas através da
estabilizacao das fibras de colageno (Fernandes et al., 2011; Sionkowska et al., 2004).
A adicdo de &cido félico provocou mudancas significativas na estrutura dos

scaffolds conforme representado na Figura26com escal a d& 500em e
Figura 26 - Micrografias dos scaffolds no microscopio eletrénico de varredura MEV

(50X). A) CQ Puro; B) CQ AF 5mg; C) CQ AF 10mg; D) CQ AF 15mg; E) CQ AF

20mgcom escala de 500¢&gm.
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Micrografias dos scaffolds obtidas no microscaépio eletrénico de varredura, JEOL 1t-300, para anélise
da morfologia de superficie
(C:Q Puro; QC AF 5mg; C:Q AF 10mg; C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg)
Barra de escala500 & m.
Fonte: Microscopia Eletronica da PUC Minas
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Nos scaffolds a base de colageno em maior proporcéo, foi observado uma
heterogeneidade na estrutura porosa e nos tamanhos dos poros na superficie. A
estrutura interior apresenta-se mais homogénea e com poucos poros definidos e
pequenos. As fibras de colageno interconectadas com a matriz da quitosana é um
fator determinante para garantir o transporte dos fluidos e a penetracédo das células
podendo interferir na passagem das células e nutrientes (Davidenko et al. 2010).

A Figura27com escal a gshemoSt@das ss imagens de MEV da
amostra Q:C 70:30, onde podemos observar a existéncia de numerosos poros
presentes na formulacdo. Os poros séo relativamente esferoidais, ndo apresentando
um determinado sentido de orientacdo, distribuidas de maneira homogénea no
material. Na amostra com QC AF 20mg podemos reparar uma maior quantidade.

Figura 2 7 - Micrografias dos scaffolds no microscépio eletrénico de varredura MEV

(50X). A) QC Puro; B) QC AF 5mg; C) QC AF 10mg; D) QC AF 10mg encapsulado
E) QC AF 15mg; F) QCAF20mgcom escal a de 500¢m.
Y llﬂ.l o “;‘55\‘ ‘ \ PR )‘L\:( ‘ ) ‘ _‘,

SED 2000V WDESmm  Sid-PCS00  MghViac x50 (0T -3 X i E ()0 o
B850 Sep 0B 2022 e 3094 22May 2024 rxmem
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Micrografias dos scaffolds obtidas no microscopio eletrénico de varredura, JEOL It-300, para analise
da morfologia de superficie
(Q:C Puro; Q:C AF 5mg; QC AF 10mg; Q:C A F 1 0 mgciclodextirma);:C AF 15mg
e Q:C AF 20mg)
Barrade escala50 0 & m.

Fonte: Microscopia Eletrénica da PUC Minas

Uma estrutura altamente porosa e com 0s poros interligados sdo alguns dos
requisitos basicos para a fixacéo e crescimento de um novo tecido em um biomaterial
(Murphy, 2010). Dessa forma, as imagens de MEV podem ser ferramentas Uteis para
predizer a possivel migracdo de células para os biomateriais. As imagens de MEV
(Fig. 27) permitem avaliar a estrutura e o diametro dos poros dos scaffolds. Nota-se
que as formulagbes QC AF 10mg ( ¢ o nrticl@dextrina) e QC AF 20mg apresentam
uma estrutura mais porosa do que as amostras QC Puro, QC AF 5mg e QC AF 10mg
0 que pode fornecer uma area superficial adicional para o crescimento de células. As
imagens dos scaffolds QC AF 10 mg ( c o mciclédextrina) e QC AF 20 mg
apresentaram poros predominantemente arredondados e abertos.

A adi-«o0o de 8cido f-lico e b ciclodextri
na matriz polimérica, e consequentemente aumentou a sua porosidade, exibindo
poros interconectados de diversos tamanhos, conforme representado na figura 27. A
amostra QC Puro apresentou uma estrutura em forma de fibras, com alguns poros.
Nos scaffolds com acréscimo de &cido félico, é observada uma alteracédo significativa
com presenca de poros de tamanhos variados, apresentado no scaffold QC AF 10 mg
encapsulado e QC AF 20 mg com indicios de interconexdes entre si.

Em particular, o scaffold QC AF 10 mg mostra uma estrutura menos organizada
guando comparada aos scaffolds QC AF 10 mg ( ¢ o reicléddextrina) e QC AF 20 mg.
As imagens apresentam na amostra QC AF 10 mg ( ¢ o roicl@dextrina) uma estrutura

porosa, aberta e com poros interligados, consistente com estudos realizados por Grier
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et al., (2018), o que pode fornecer uma area superficial adicional para o crescimento
de células. A superficie € altamente rugosa e texturizada, com microporos visiveis.
Esta estrutura deve promover a adesado celular (proporcionando varios locais de
fixacdo) e permitir a migracdo celular para o interior do scaffold, bem como o
transporte imperturbado de nutrientes e metabdlitos.

Segundo Raman et al., (2019) o didametro médio dos poros deve ser acima de
0,05 mm para a fixacao celular, entdo os resultados encontrados no scaffold QC AF
10 mg ¢ o m-ciflodextrina podem servir para a fixacao de células.

Para uma melhor visualizacdo das possiveis alteracdes na area da superficie
transversal, essas quatro amostras foram adicionalmente comparadas em maior
ampliacdo. Podemos observar um aumento na rugosidade da superficie da amostra
QC AF 10 mg ( c o rriclédextrina). Esta deve ser uma vantagem essencial ao
conduzir culturas de células nos scaffolds fornecendo um local de fixacdo para
proteinas e células aderentes, como ja foi comprovado em pesquisas anteriores na
area (Kunzler et al., 2007; Gallyamov et al., 2014; Zhang et al., 2018).

A morfologia dos scaffolds é uma das propriedades mais importantes para
aplicacao na engenharia de tecidos. Com finalidade de assegurar a adesao celular e
a difusédo de nutrientes entre as células e a matriz extracelular a ser formada, essas
matrizes devem apresentar uma estrutura com alta porosidade e poros interligados.
Para cada tipo de célula e do tecido que ira ser reparado é preciso existir um intervalo
de tamanhos de poros critico para cada scaffold, podendo ter variacbes de tamanho
( iden, 2011).

Para emprego na regeneracao de tecidos, um material adequado deve exibir
uma estrutura porosa que possibilite uma boa circulagcdo de nutrientes, de células e
remocao de residuos metabolicos (Camarero-Espinosa, 2016; Tamaddon, 2017). A
distribuicdo dos poros abertos e interconectados € visivel, apresentado estruturas
homogéneas com poros em formatos esféricos. Pelas imagens, é possivel observar
que a estrutura das matrizes mudou com a adicdo de &cido folico. Os grupos
protonados da quitosana interagem com 0s grupos desprotonados do colageno,
levando as interacdes intermoleculares como as ligacdes eletrostaticas e de
hidrogénio formadas através da estabilizacdo das fibras de colageno (Fernandes et
al, 2011; Sionkowska et al., 2004).
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A porosidade de scaffolds a base de quitosana apresenta um enorme impacto
em propriedades como a adesao celular, proliferacdo celular e capacidade de
intumescimento que s&o importantes no crescimento de tecidos usados na engenharia
de tecidos (JI et al., 2011).

Zhang et al. (2018) em seus estudos, concluiram que poros de menor diametro
auxiliam na adeséo celular. Os poros menores contribuem na retencao de fluidos
fisiologicos e na permeacao celular nos scaffolds por promover uma forca capilar,
permitindo maior integracdo do biomaterial com o tecido (Horn et al., 2009).

Como o objetivo deste trabalho é a producéo de scaffolds que possam servir
como matrizes temporarias que criardo um microambiente favoravel para
diferenciacdo e crescimento de células, a presenca de poros menores garantira a
passagem de nutrientes enquanto 0s poros maiores servirdo como suporte para o

crescimento de células, sendo favoravel a ampla distribuicdo desses poros.
5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 28, apresenta os espectros de absor¢cao na regido do IV, obtidos a
partir de pastilhas de KBr na regido de 4000 a 500 cm™, para identificacdo das ligactes

caracteristicas de seus respectivos precursores utilizados no preparo dos scaffolds.

Figura 28 - Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho para a Quitosana,

Col 8geno, Cc icidlaexfinalprecarsores utilfizados no preparo dos
scaffolds.
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Analise dos grupos funcionais dos precursores dos scaffolds utilizando a técnica de espectroscopia
de absor¢&o na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
Quitosana, Col 8§genGiclodextrima do F- 1|l i co

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Os espectros exibem bandas caracteristicas comuns as essas biomoléculas. O
espectro de infravermelho (FTIR) do colageno tipo | (Figura 28) exibe as bandas
associados aos grupos amida observadas em 1657cm (amida I), 1546¢cm™t (amida Il)
e 1237cm (amida Ill) caracteristicas da proteina indicando que a composicédo das
cadeias polipeptidicas foi mantida (Santos et al., 2013).

Na (Figura 28), o espectro da quitosana foi observado a banda larga e intensa
com maximo em 3444cmt, que esta associada a ligagdo O-H, correspondente aos
grupos C-OH e agua fisicamente adsorvida. Entre 2919-2875cm™ encontram-se as
bandas correspondentes as ligacdes C-H, sendo a banda em 2875cm™ a vibragdo
simétrica e em 2919cm* (menor intensidade) atribuido a vibragdo assimétrica. A
banda em 1423cm é caracteristica da deformacéo angular do CH2 (Junior, 2008). As
vibracdes das ligacdes C=0, N-H e C-N caracteristicas dos grupos amida, podem ser
observados nas bandas: 1658cm, caracteristico dos estiramentos C=0O (amida I);
1559cm?, correspondente aos dobramentos NH2 (amida II); 1381cm™, referente,
principalmente ao estiramento C-N. Entre 1072-1030cm uma banda larga e intensa
esta associada aos estiramentos C-O ciclico. Os estiramentos C-O-C da cadeia da
quitosana podem ser notados em 1152 e 893cm- (Junior, 2008; Pires, 2010).

A Tabela 10 sdo mostradas as principais bandas identificadas no espectro de

FTIR para a quitosana e o colageno tipo | utilizados no preparo dos scaffolds.

Tabela 10 - Principais nUmeros de onda da quitosana e do colageno tipo I.

Material Numero de Grupo quimico Referéncia
onda (cm 1) associado
Quitosana 3570-3200 Estiramento -OH/N- (Thein-Han et al.,, 2009;
H2 N-H Mansur; Costa, 2007)
Quitosana 2955-2845  Estiramento -CH2/- (Thein-Han et al., 2009;
CHs Mansur; Costa, 2007;

Silva et al., 2012)
Quitosana 1700-1620 Amida I: (Hashim et al., 2009;
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Estiramento C=0 Mansur; Costa, 2007)
Quitosana 1580-1510 Amida [I: (Hashim et al., 2009;
Estiramento C-N Thein-Han et al., 2009)

Deformacao N-H

Quitosana 1380-1350 Amida lll: (Alhosseini et al., 2012,
Estiramento C-N Mansur et al., 2008)
Deformacéao C-H

Quitosana 1100-1020  Estiramento C-O (Mansur et al., 2008)
(ciclico)

Quitosana 1151-896 Estiramento COC (Mansur; Costa, 2007)
(estrutura sacaridea
b-1-4)

Colageno 1700-1600 Amida I: (Chang; Tanaka, 2002).
estiramento da
carbonila (C=0)

Colageno 1550-1500 Amida lI: (Chang; Tanaka, 2002).

deformacéo das
ligacdes (N-H)
Colageno 1350-1250 Amida Il

Estiramento C-N

(Chang; Tanaka, 2002).

Deformacéao N-H

Fonte: (Elaborado pela autora).

No espectro do &cido folico puro (AF), foi possivel observar as bandas de
absorcdo nas regibes de 4000cm™ a 500 (Figura 28). Foram observadas bandas
caracteristicas de deformacdo C=0 em 1694cmt, a vibracdo de N-H em 1605 cm™ e
a vibracédo do anel fenil e da pteridina observada em 1485cm (Aceituno-Medina et
al., 2015; Assadpour; Jafari; Maghsoudlou, 2017).

Uma faixa caracteristica do acido félico foi observada em 768 cm atribuida a
curvatura C-H aromatica. A banda observada em 841 cm ! € uma banda caracteristica
do anel benzénico para-substituido (Li et al., 2011).

O e s p e c t-ciclodextrina fdsam analisados e encontram-se na Figura 28.
No e s p e c-iclodextdna é fipssivel observar a banda larga em torno de 3398
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cm?® correspondente as vibracdes de estiramento i OH e a banda em 2930 cm™
atribuida as vibracGes de estiramento de i CH e 1483 cm* (vibracdo de estiramento
da deformacgéo -OH) (Kamel et al., 2020).
Abandaem1160cmiqu e ap ar eicogextnina atfibuida ao grupo C-O
(Rojas-Mena; Lopez-Gonzalez; Rojas-Hernandez, 2015; Zhang; Zhou; Zhang, 2013).
Na Figura 29 sao apresentados os espectros de absorcado dos scaffolds na
proporcao de Colageno/ Quitosana (70:30).

Figura 29 - Espectros de absorcao na regido do infravermelho das amostras de
scaffolds de Colageno/ Quitosana (70:30): CQ Puro; CQ AF 5mg; CQ AF 10mg; CQ
AF 15mg e CQ AF 20mg.
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Analise dos grupos funcionais dos scaffolds na proporgéo de C:Q (70:30) utilizando a técnica de
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
C:Q Puro, C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

De modo geral, observa-se que os espectros de FTIR dos scaffolds sé&o
bastante semelhantes entre si, mesmo com diferentes proporgdes de acido folico. As
principais colabora¢des da quitosana e do colageno tipo | estdo relacionadas aos
grupos amida | (1680-1600 cm), amida Il (1565-1500 cm™) e as vibracdes
relacionadas as ligacdes OH/NH (3570-3200 cm?). O grupo amida | na molécula de
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quitosana apresenta vibracdo com maximo em 1684 cm e nos scaffolds com maior
proporcdo essa banda se encontra em 1558 cm-2.

As vibracdes das ligagbes C=0, N-H e C-N caracteristicas dos grupos amida,
podem ser observados nas bandas: 1684cm™, caracteristico dos estiramentos C=0
(amida 1); 1558cm™, correspondente aos dobramentos NH2 (amida Il); 1375cm?,
referente, principalmente ao estiramento C-N. Entre 1074-1030cm* uma banda larga
e intensa esté associada aos estiramentos C-O ciclico.

A intensidade da banda da vibragdo NH nos scaffolds foi observado um
aumento significativo, corroborando para possibilidade do estabelecimento de
interacdes intermoleculares entre os materiais (Kim et al., 2005).

Na Figura 30 sdo apresentados os espectros de absorcdo dos scaffolds na

proporcao de Quitosana/Colageno (70:30).

Figura 30 - Espectros de infravermelho das amostras de scaffolds
Quitosana/Colageno (70:30): QC Puro; QC AF 5mg; QC AF 10mg; QC AF 10mg
( ¢ o raicléddextrina); QC AF 15mg e QC AF 20mg.
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Andlise dos grupos funcionais dos scaffolds na proporcéo de Q:C (70:30) utilizando a técnica de
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
Q: C Pur o, Q: C AF 5mg, Q: C A-Eiclotledtring, Q:CQAF I5mgieF
Q:C AF 20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Observa-se que os espectros sdo bem semelhantes, apresentando bandas de
absorcao caracteristicas de cada componente da formulacéo.

As vibracdes das ligagbes C=0, N-H e C-N caracteristicas dos grupos amida,
podem ser observados as bandas: 1688cm™, caracteristico dos estiramentos C=0
(amida 1); 1554cm, correspondente aos dobramentos NH2 (amida Il); 1379cm?,
referente, principalmente ao estiramento C-N. Entre 1073-1033cm* uma banda larga
e intensa esté associada aos estiramentos C-O ciclico.

O acido folico € uma vitamina capaz de se ligar por interacdes intermoleculares
a diferentes polimeros através de uma interagcdo da amida Il (N-H) com o grupo
carboxilico (C=0) melhorando a estabilidade a diferentes condi¢cbes de exposi¢ao
(Sudimack; Lee, 2000).

No scaffold QC AF 10mg c o m -ciflodextrina foi observado um leve
alargamento na regido na banda de 2920cm atribuida as vibracdes do grupo i CH
car act er %2cglodextrina. da D

Os espectros dos scaffolds apresentaram alguns deslocamentos de banda em
relacdo as matérias-primas (sinalizados na Fig. 28). O grupo amida | na molécula de
quitosana apresenta vibracdo com maximo em 1656 cm™ e no scaffold com maior
proporcdo de acido folico, amostra QC AF 20mg de vitamina B9, apresenta o
deslocamento desse pico para 1635 cm-1. Ja o grupo amida Il se desloca de 1567
cm® na quitosana para 1532 cm no scaffold QC Puro; 1558 cm™ no scaffold QC AF
10mg; 1560 cm™ no scaffold QC AF 10mg ( c¢ o nticlfdextrina) e 1559 cm™ no
scaffold QC AF 20mg. Esses deslocamentos também foram detectados por Elashi et
al., (2014) e podem ser um indicativo do estabelecimento de ligacdes de hidrogénio
entre as moléculas de quitosana: colageno com o acido fdlico.

As bandas mostradas no espectro FTIR dos scaffolds de quitosana/ colageno
e com acréscimo de acido félico sdo consistentes com seus precursores (Figura 28) e
com a literatura (Milan, 2021; Zam; Muin; Fataruba, 2021).

Observa-se que o0s espectros apresentam bandas de absorcdo caracteristicas
de cada componente da formulag&o. As vibracbes das ligagdes C=0O, N-H e C-N
caracteristicas dos grupos amida, podem ser observadas nas bandas: 1688cm™,
caracteristico dos estiramentos C=0 (amida 1); 1554cm, correspondente aos

dobramentos NH2 (amida 11); 1379 cm, referente, principalmente ao estiramento C-
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N. Entre 1073-1033cm™ uma banda larga e intensa esta associada aos estiramentos
C-O ciclico.

No scaffold com 10mg de 8ci do fumalbandao ¢ o m
caracteristico em 2922 cm! podendo ser atribuido a vibragdo de estiramento de -C-H
(Machin; Isasi; Vélaz, 2012). A intensidade da banda da vibracdo NH nos scaffolds foi
observado um aumento significativo, corroborando para possibilidade do
estabelecimento de interagdes intermoleculares entre os materiais (Kim, 2005).

O acido folico é uma vitamina capaz de se ligar por interacdes intermoleculares
a diferentes polimeros através de uma interagcdo da amida Il (N-H) com o grupo
carboxilico (C=0) melhorando a estabilidade a diferentes condi¢cbes de exposi¢ao
(Sudimack; Lee, 2000).

A analise por FTIR também auxiliou a constatar tais alteracdes estruturais,
cujos espectros de absorcédo, na regido de niumero de onda em gque se observou as
modificagdes, um aumento das bandas referentes aos estiramentos simétrico e
assimétrico das ligacées Hi C sp3, em 2929 cm™ e 2885 cm™, respectivamente;
alteracéo das bandas de absorcéo referentes a deformacéo angular dos grupos 1 CH2
e I CHs, em 1410 cm™ e em 1344 cm, respectivamente; alteracdo do conjunto de
bandas em 1000- 1149 cm! referentes ao estiramento Ci O; Aumento da intensidade
da banda referente a deformacéo angular do grupo i OH, em 1644 cm™.

5.1.3 Grau de Desacetilacdo da Quitosana

O grau de desacetilacdo da quitosana interfere diretamente em suas
propriedades fisico-quimicas e biologicas, por isso é um dos parametros mais
importantes na caracterizacdo desse biomaterial. Na literatura sdo descritos varios
meétodos para a determinacdo desse parametro. Para a determinacdo do grau de
desacetilagcdo da quitosana foi utilizada a técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho. Os valores de absorbancia observados nas bandas em 1655 cm™ e a
banda 3450 cm foram utilizadas para o calculo deste parametro estéo representados

na Figura 31.
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Figura 31 - Espectro de infravermelho da amostra quitosana.
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Andlise da absorbancia observada nas bandas em 1655 cm-1 e a banda 3450 cm-1 utilizando a
técnica de espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) Quitosana

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A Tabela 11 estéo os valores de absorbancia nos respectivos nimeros de onda

para o calculo.

Tabela 11 - Valores de absorbancia FT-IR) para a quitosana

Namero de onda (cm %) Absorbancia
1655 0,7009
3450 0,8965

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
Substituindo os valores de absorbancia na equagéo (1), o valor obtido para o
grau de desacetilacédo foi de 76,96% condizente com as especificacbes do fabricante
(O75%).

5.1.4 Andlise termogravimétrica

A Figura 32 mostra as curvas da analise termogravimétrica dos scaffolds CQ

Puro e QC Puro sintetizados nesse trabalho.
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O primeiro evento pode ser observado na faixa de 20-100°C com perda de
massa 10,49% da massa inicial do scaffold de Q:C (70:30) Puro (Figura 32 B)
enquanto a perda de massa do scaffold de C:Q (70:30) Puro (Figura 32 A) apresentou
nesse evento uma perda de massa de 8,89%. Nessa etapa ocorre a evaporacao de
agua fisicamente adsorvida no material que correspondem a desidratacéao.

O segundo evento ocorre a decomposicao térmica do scaffold, que apresenta
na faixa entre 217-500°C com uma perda de massa de aproximadamente 65% para o
scaffold de Q:C (70:30) Puro (Figura 32 B) e uma Tmax de aproximadamente 243 °C,
ja o scaffold de C:Q (70:30) Puro (Figura 32 A) uma massa de 58% da massa inicial
da amostra e Tmax de aproximadamente 269°C. Indicando que a proporgao de C:Q
(70:30) Puro resulta em uma melhor estabilidade térmica do material.

Figura 32 - Termograma de TGA dos scaffolds C:Q (70:30) Puro e Q:C Puro (70:30).
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Curvas de TGA e DTG demostrando a estabilidade térmica e a perda de massa dos scaffolds

puro na propor¢ao de Colageno: Quitosana (70:30) e Quitosana:Colageno (70:30) sem adi¢édo de
acido félico submetidos a temperaturas entre 25 e 750 °C.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A Figuras 33 mostra as curvas de TGA das amostras de scaffolds de

Quitosana:Colageno puro e com acréscimo de acido folico.
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Figura 33 - Termograma de TGA dos scaffolds Quitosana: Colageno 70:30 com

acr®scimo de Ccido F-: | i cQiclogertiina 15mgaePPmg. 1 0 mg
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Curvas de TGA demostrando a perda de massa dos scaffolds de Q:C (70:30) submetidos a
temperaturas entre 25 a 750 °C.
Q: C Puro, Q: C AF 5mg, Q: C A-Eiclotiextrimg, Q:CQF IEmgeF
Q:C AF 20mg.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A 1 ncor por-aclogertrinadre métriz do scaffold resultou em uma
mudanca no perfil da curva de TGA. Na curva referente ao scaffold com b-
ciclodextrina, foi possivel observar uma degradacdo mais significativa. O primeiro
evento da perda de massa ocorreu na faixa de temperatura entre 203 a 1053 e
corresponde a perda de agua adsorvida. Na faixa de 105-250°C caracteristico da
fusdo da molécula, seguido de sua decomposi¢ao térmica e eliminacdo carbonéacea,
a partir de 250°C, indica uma interacao intermolecular entre as moléculas dos
pol 2 mer o s-Ch; demdo gua Bstrutura quimica que possui regides polares e
apolares.

A curva indica que aamostrade Q: C (70: 30) A Feicladéxtnirga
contém cerca de 19% de agua fisicamente adsorvida, a qual € evaporada em
temperaturas relativamente baixas, faixa de 25-210°C (Figura 35). O segundo evento,
decomposicdo do material, aparece entre 250-400°C (com maximo em 261°C) durante
o qual é observado uma perda de aproximadamente 53% da massa inicial da amostra,

gerando um residuo carbonizado no final da anélise.

10 mg
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As demais amostras apresentaram perfis bastante semelhantes entre si, sendo
evidenciada uma constante perda de massa a medida que a temperatura aumenta.
Na faixa de temperatura da decomposi¢cdo do material, ocorre a decomposicdo dos
anéis pirrélicos da quitosana, ocorre a despolimerizacéo das cadeias poliméricas, por
meio da desidratacdo e desaminacédo e, finalmente, a reacdo de abertura do anel
(Zawadzki; Kaczmarek, 2010).

A Figura 34 mostra as curvas da analise termogravimétrica dos scaffolds de

Colageno: Quitosana 70:30 com acréscimo de Acido Folico 5mg, 10mg, 15mg e 20mg.

Figura 34 - Termograma de TGA dos scaffolds Colageno: Quitosana (70:30) com
acréscimo de Acido Félico 5mg, 10mg, 15mg e 20mg.
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Perda de Massa (%)

20 H

T T T T T
200 400 600
Temperatura (°C)

Curvas de TGA demostrando a perda de massa dos scaffolds de C:Q (70:30) submetidos a
temperaturas entre 25 a 750 °C.
C:Q Puro, C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Conforme mostrado na Figura 34, a curva TGA dos scaffolds de C:Q (70:30)
revela que a primeira perda de massa significativa e imediata foi observada a 250°C,
atribuida a decomposicdo dos aminoacidos do colageno (Nooeaid; Chuysinuan;

Pengsuk, 2020). A segunda perda de massa significativa nos scaffolds foi observada
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em uma faixa de 320°C, correspondendo a continuacdo da termodecomposicédo do
coldgeno, devido a degradacéo das proteinas juntamente com a quebra das liga¢ges
amida (Monteiro, 2018; Vo et al., 2021).

Sao observados dois eventos térmicos, com perda de massa, que
correspondem, a desidratacdo e decomposi¢cdo do material, respectivamente.

Na Tabela 12 e 13 observa-se a massa residual de cada material na proporcao
de Quitosana:Coladgeno observados.

Tabela 12 - Perda de massa dos scaffolds de QC observados nas curvas de TG

Amostra Quitosana/Colageno (70:30) Residuo (%)
QC Puro 22,43
QC AF 5mg 27,79
QC AF 10mg 27,55
QC AF 10mg ( ¢ o raiclddextrina) 25,68
QC AF 15mg 26,62
QC AF 20mg 27,53

Fonte: (Elaborado pela autora)

Tabela 13 - Perda de massa dos scaffolds de CQ observados nas curvas de TG

Amostra Colageno/ Quitosana (70:30) Residuo (%)
CQ Puro 30,85
CQ AF 5mg 35,19
CQ AF 10mg 22,76
CQ AF 15mg 25,95
CQ AF 20mg 22,62

Fonte: (Elaborado pela autora)

Os resultados obtidos apresentaram perfis bastante semelhantes entre si,
sendo evidenciada uma constante perda de massa a medida que a temperatura
aumenta. Os scaffolds de QC (Tabela 12) a medida que a proporcéao de acido folico
aumenta a % de residuo aumentou enquanto os scaffolds de CQ (Tabela 13) ocorreu
uma diminuicdo da % de residuo com o aumento de acido félico na composicao do

material.
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A Figura 35 mostra a curva termogravimétrica (TGA) e (DTG) derivada da

massa para as amostras de scaffolds de C:Q (70:30).

Figura 35 - Curvas TGA: andlise da estabilidade térmica (Verde) e DTG: derivada da

massa com respeito ao tempo (Azul) dos scaffolds de C:Q (70:30) submetidos a

temperaturas entre 20 e 750 °C: (C:Q Puro; C:Q FA 5mg; C:Q FA 10mg; C:Q FA

15mg e C:Q FA 20mag).
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Curvas de TGA e DTG dos scaffolds de C:Q (70:30) submetidos a temperaturas entre 25 a 750 °C.
C:Q Puro, C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A curva de termogravimetria (TG ou TGA) acompanha a perda e/ou ganho de

massa da amostra em funcdo do tempo/ temperatura, enquanto a (DTG)

termogravimetria derivada é o tratamento matematico, em que a derivada primeira da

variacdo de massa em relacdo ao tempo/temperatura é registrada.

Os resultados das analises termogravimeétricas sdo apresentados como curvas

de decomposicado térmica, das derivadas das curvas (DTG), a temperatura de
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decomposicdo maxima (Tmax), bem como a percentagem de perda de massa dos
respectivos scaffolds estudados.

O perfil termoanalitico da curva de TGA para as amostras de C:Q (70:30)
(Figura 35), possibilita observar que a decomposicdo do material e os eventos
térmicos, visualizados com melhor nitidez pela curva de DTG. Ao comparar as
amostras de proporcao de C:Q (70:30) com acréscimo de acido félico e ao scaffold
C:Q (70:30) Puro (Figura 32A), podemos verificar que a adicdo do &cido fdlico
aumentou a estabilidade térmica do scaffold, todos os scaffolds apresentaram
temperaturas bem préximas.

A Figura 36 mostra a curva termogravimétrica (TGA) e (DTG) derivada da
massa para as amostras de scaffolds de Q:C (70:30).

Figura 36 - Curvas TG: analise da estabilidade térmica (Verde) e DTG: derivada da
massa com respeito ao tempo (Azul) dos scaffolds de Q:C (70:30) submetidos a
temperaturas entre 20 e 750 °C: (Q:C Puro; Q:C FA 5mg; Q:C FA 10mg; Q:C FA

1 0mg c-dciodektrina; Q:C FA 15mg e Q:C FA 20mg).
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Curvas de TGA e DTG dos scaffolds de Q:C (70:30) submetidos a temperaturas entre 25 a 750 °C.
Q:C Puro, Q:C AF5mg, Q:C AF 10mg, Q: C F A 1 0 nciglodextrina, @C AF 15mg e Q:C AF
20mg.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Nos scaffolds de proporcdo Q:C (70:30) a temperatura de decomposicdo do
material foi menor do que nos scaffolds de proporcao C:Q (70:30) (Figura 35)
indicando que a proporcao de C:Q (70:30) resulta em uma melhor estabilidade térmica
do material pois a temperatura para iniciar a decomposi¢cdo do material foi acima do
observado nos scaffolds de Q:C (70:30). Os scaffolds com proporcéo de Q:C (70:30)
ao adicionar acido félico a temperatura de decomposi¢cao aumentou para Q:C (70:30)
AF 5mg, Q:C (70:30) AF 10mg, Q:C (70:30) AF 10mg encapsulado e Q:C (70:30) AF
20mg, exceto a amostra Q:C (70:30) AF 15mg que apresentou temperatura de 242,
5°C menor do que o scaffold Q:C (70:30) Puro (Figura 32 B). A analise de DTG foi
usada para confirmar o perfil de degradacao dos scaffolds e as etapas envolvidas no
tempo experimental entre 20 a 750 °C.

5.1.5 Avaliacéo da capacidade de absorcédo de agua

A determinacdo da quantidade de agua absorvida em um scaffold é uma
caracterizacao bastante utilizada para verificar a capacidade de agua absorvida pelo
material. Quanto maior a capacidade de absorcédo de agua, maior sera a velocidade
de difusdo de soluto, nutrientes, adesdo e crescimento celular (Pal; Banthia,
Majumdar, 2009). Um dos testes de caracterizacdo mais importantes para aplicacoes
biomédicas € a determinacdo da quantidade de agua incorporada em um scaffold.

As amostras de scaffolds com a propor¢do Colageno/Quitosana (70:30) na
presenca de 10 mg de 4cido folico apresentaram melhores resultados de absorcéo de

agua (Tabela 14). Ja nos scaffolds de Quitosana/ Colageno (70:30) o scaffold com
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10mg de acido folico ¢ o m-ciflodextrina obteve a maior porcentagem de agua

absorvida.
Tabela 14 - Valores de 4gua absorvida nos scaffolds.
o _ Agua a bsor vida
Scaffolds Massa inicial Massa final (0)
(mg) (mg) %)

CQ Puro 10,77 74,10 588
CQ AF 5mg 10,67 134,96 1164
CQ AF 10mg 10,07 132,87 1219
CQ AF 15mg 11,75 129,76 1004
CQ AF 20mg 10,65 80,83 658
QC Puro 8,17 98,70 1108
QC AF 5mg 13,90 63,26 355
QC AF 10mg 8,96 104,31 1064

QC AF 10mg ( c om-

ciclodextrina) 10,70 942,60 8709
QC AF 15mg 6,17 79,60 1190
QC AF 20mg 10,18 95,06 834

Fonte: (Elaborado pela autora)

Os resultados mostraram que os scaffolds de CQ com acréscimo de acido félico
aumentaram a quantidade de agua absorvida em comparacao com o scaffold de CQ
Puro. Ja os scaffolds de QC foi observado uma diminui¢cdo da absorcdo de dgua com
excecado do scaffold QC AF 15mg e o de QC AF 10 mg ¢ o m-cidodextrina que
apresentou uma maior porcentagem de agua absorvida. Esse fenbmeno pode ser
at r i b u-Cidadextana,fpois ela tem uma cavidade hidrofébica em sua estrutura
quimica, e a parte externa hidrofilica devido a presengcadegruposde hi dr oxi | as
da mol ®cul a. Durante a anStatktohes ahbh vadrext o i
pode interagir com a agua por interacéo intermolecular do tipo ligacao de hidrogénio

por conter mais grupos hidrofilicos.
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Podemos perceber que a quantidade de agua absorvida pelo scaffold de QC
Puro foi maior do que o scaffold de CQ Puro indicando uma boa capacidade de
absorcéo de agua.

Os compostos poliméricos que exibem boa capacidade de absorcdo de agua
sdo os portadores de grupos ibnicos, sobretudo os grupos funcionais carboxilas,
sulfatados e fosfatos. Desenvolvendo uma grande pressdo de inchamento nas
cadeias macromoleculares devido & presenca dos grupos carregados (contra ions)
gue favorecem uma expansao da rede devido ao carater eletrolitico desses polimeros.
Outra situacdo é o pH do meio que influencia a capacidade de absorcédo de agua ou
a presenca de ions metélicos na solu¢cdo como o (Na* e K*, por exemplo) (Osada et
al., 2001).

5.1.6 Porosidade e densidade aparente

A porosidade € um dos parametros mais importantes para determinar o uso
subsequente de scaffolds na engenharia de tecidos. Scaffolds celulares que
apresentam uma porosidade aberta, permite que sejam preenchidos com células em
todo o seu volume garantindo o fluxo livre de nutrientes e produtos metabdlicos em
toda sua extensédo. Portanto, a porosidade aberta foi determinada adicionalmente por
pesagem hidrostatica. Os valores de densidades dos scaffolds e porosidade, foram
obtidos por meio do calculo utilizando as Equactes (3), (4) e (5). As densidades
aparentes, volume dos poros e porosidade dos scaffolds estdo representadas na

Tabela 15 com média + desvio padréo.

Tabela 15 - Densidades, volume dos poros e porosidades dos scaffolds

Densidade aparente  Volume dos Poros  Porosidade
Amostra
g/cm?3 cm?3 (-)

QC Puro 0,0270 £ 0,0052 0,0584 + 0,0005 0,2921 + 0,0026
QC AF 5mg 0,0343 + 0,0028 0,0622 + 0,0070 0,3111 +0,0351
QC AF 10mg 0,0529 + 0,0045 0,0648 + 0,0032 0,6482 + 0,0320
QC AF 10mg

(com b 0,0541 0,0014 0,1078 0,0007 0,5390 0,0012

ciclodextrina)
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QC AF 15mg 0,0181 +0,0011 0,0576 + 0,0151 0,2881 + 0,0755
QC AF 20mg 0,0540 + 0,0117 0,1001 + 0,0338 1,0013 +0,3378

CQ Puro 0,0260 + 0,0058 0,0789 + 0,0191 0,3943 + 0,0954
CQ AF 5mg 0,0198 + 0,0063 0,049 + 0,0225 0,2451 +0,1123
CQ AF 10mg 0,0255 + 0,0078 0,0234 + 0,0040 0,2338 + 0,0402
CQ AF 15mg 0,0199 + 0,0010 0,0543 + 0,0152 0,2716 +0,0761
CQ AF 20mg 0,0141 + 0,0070 0,0288 + 0,0146 0,1441 + 0,0731

Fonte: (Elaborado pela autora)

As amostras de scaffolds com a proporgao de Quitosana/ Colageno (70:30) na
presenca de 20 mg de acido félico apresentaram densidade aparente maior e
porosidade. Nas amostras com Colageno/Quitosana (70:30) na mesma massa de
acido folico 20mg teve uma diminuicdo da densidade aparente e na porosidade. Esses
resultados sédo consistentes com as observacdes feitas anteriormente na analise por
microscopia (MEV). A medida que a concentracdo de &cido félico aumentou na
composicdo do material Q:C (70:30), a porosidade aumentou e os scaffolds de
proporcao C:Q (70:30) ocorreu a diminuicdo da porosidade. Tanto a porosidade
quanto a estrutura dos poros desempenham um papel critico em varios processos
celulares, como, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e regeneracdo de tecidos
(Gupte et al., 2018). Poros grandes e alta porosidade permitem a difusdo de gases, a
remocao de residuos metabdlicos, o fornecimento eficaz de nutrientes, levando ao
aumento da proliferacéo celular e da deposi¢cado de matriz extracelular natural (ECM),
enquanto que os poros menores fornecem um ambiente estrutural adequado para a
sinalizacao intracelular e a fixacdo celular (Yao et al., 2017; Liu et al., 2014).

O volume dos poros na amostra QC AF 10mg ¢ o m-cidlodextrina foi maior
comparado com os demais valores. Materiais que apresentam uma estrutura porosa
perfurada interna favorece a adesao, proliferacao e diferenciacéo de ceélulas-tronco
mesenquimais. De acordo com Li et al., (2014) uma estrutura porosa fornece uma alta
area de fixacao interfacial para vascularizacdo e crescimento 0sseo, promovendo a
fixagc&o biologica de implantes e 0sso.

O tamanho dos poros nos scaffolds € de extrema importancia, uma vez que &
um fator determinante na taxa de difusdo de nutrientes e remocao de residuos. A

extensdo dos poros deve ser apropriada para facilitar a semeadura celular, a
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penetracdo celular, a difusdo de oxigénio e a distribuicdo nas estruturas. Portanto, o
tamanho dos poros influencia na adesao celular, na disseminagdo e na interacéo
célula a célula estimulando a proliferacdo e a diferenciagdo celular (Li; Wijekoon;
Leipzig, 2010; Potjewyd, 2018).

5.1.7 Teste de Intumescimento

Para averiguar a resisténcia do material, foi realizado o teste de intumescimento
com a solucao de PBS (pH=7,4). O ensaio foi realizado em controle de temperatura a
37°C, a fim de reproduzir a temperatura do organismo e analisou o comportamento do
material em intervalos de tempo diferentes. O teste de intumescimento € uma técnica
para avaliar a difusdo de moléculas do solvente para o interior da cadeia polimérica
gue ao entrar em contato com o material preenchendo os espacos vazios da cadeia.
A difusdo gera mudancas no arranjo da cadeia polimérica provocando um aumento
no volume das esferas (Zactiti, 2004).

O material adquirindo volume, provoca um intumescimento nas esferas e
podemos calcular o grau de intumescimento (Pasparakis; Bouropoulos, 2006).

A Figura 37 e 38 estao representados a porcentagem de intumescimento nos
scaffolds C:Q (70:30) e Q:C (70:30).

Figura 37 - Porcentagem de intumescimento nos scaffolds colageno: quitosana
(70:30): (C:Q Puro; C:Q FA 5mg; C:Q FA 10mg; C:Q FA 15mg e C:Q FA 20mg). Os
dados apresentados sédo as médias das triplicatas (* P < 0,05).
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O comportamento de intumescimento dos scaffolds desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 °C,
foi estudado nos tempos experimentais 10 minutos, 1, 3 e 24 horas.
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Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (* P < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Nota-se que todas as composicdes apresentaram alta capacidade de absorcao
e habilidade de retencao da solucdo de PBS nos primeiros 10 minutos, uma vez que
absorveram mais solucao tampao do que seus proprios pesos, apresentando valores
individuais >100%.

O scaffold C:Q Puro foi 0 que apresentou a maior razao de intumescimento nos
tempos experimentais de 10 min, 1 hora e 3 horas. No tempo de 24 horas o scaffold
C:Q Puro apresentou o menor valor de intumescimento. Comparando os scaffolds
entre si, em cada tempo experimental, houve uma diferenca estatistica significativa
P< 0,05.

Na Figura 37 observa-se que a composicao do scaffolds de C:Q (70:30) sofreu
uma reducdo na capacidade de absor¢cdo no decorrer do tempo do ensaio. Essa
reducdo pode ser atribuida as interacdes existentes entre os grupos hidrofilicos da
vitamina com o colageno e a quitosana, e/ou a alteracdo na morfologia do arcabouco
com a adicdo da vitamina, tornando-se menos poroso conforme observado nas

micrografias MEV (Figura 25).

Figura 38 - Porcentagem de intumescimento nos scaffolds Quitosana/ Colageno
(70:30): (Q:C Puro; Q:C FA 5mg,; -ciclpdeRtring; A
Q:C FA 15mg e Q:C FA 20mg). Os dados apresentados sdo as médias das
triplicatas (* P < 0,05)
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O comportamento de intumescimento dos scaffolds desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 °C,
foi estudado nos tempos experimentais 10 minutos, 1, 3 e 24 horas.
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Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (* P < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Comparando os scaffolds entre si, em cada tempo experimental, houve uma
diferenca estatistica significativa P< 0,05.

Na Figura 38 observa-se que com o aumento da proporcao de quitosana nos
scaffolds, a porcentagem do valor da razdo de intumescimento aumentou nas
primeiras 3 horas de ensaio. Esse fato pode ser atribuido aos grupos hidrofilicos livres
da quitosana, a hidrofilicidade se da como funcéo de seus grupos desacetilados que
naturalmente associados aos grupos hidroxilas e amino caracterizam essa forte
afinidade por moléculas polares (Assis; Silva, 2003).

Todos os scaffolds apresentaram um grau de intumescimento significativo, o
gue esta relacionado com a presenca de grupos hidrofilicos nas cadeias poliméricas.
Quanto maior o grau de intumescimento, maior area superficial, permitindo uma
enorme viabilidade para a proliferagdo celular. A maior porcentagem de dilatagdo foi
observada no scaf f ol-dclodgxtrda. Ros prim8inosgl0 mioutns
do ensai o o scaf f ol-dtlodextriGa apréseniol umg poccentagem
de 2018%. O inchaco inicial elevado pode ser atribuido ao fluxo de 4gua na superficie
daestruturada b ci cl ode xt rregifahideofiicaena martet saperficial e
seu interior uma c a v-tictbdertrena podedfarmaf complexae .
moleculares em virtude das possiveis interacdes intermoleculares com o meio. A
porcentagem de inchamento no scaffold Q: C F A 1 0 roiclodextrina dininuiu
com o aumento do tempo de imerséao.

Os scaffolds Q:C Puro; Q:C FA 5mg; Q:C FA 10mg; Q:C FA 15mg e Q:C FA
20mg apresentaram valores de porcentagem de intumescimento maiores nas
primeiras 3 horas de analise. No entanto, observa-se uma elevada diminuicdo da
absorcao de liquidos apos o tempo experimental de 24 horas. Os comportamentos de
inchaco dos scaffolds sdo determinados pela interacdo com a solugcéo de PBS entre
as regides hidrofilica e hidrofébica, dentro das estruturas da rede polimérica e pelos
tamanhos dos poros. Scaffolds com grande quantidade de grupos funcionais
hidrofilicos e com poros grandes inchardo em grande extensdo e absorverdo agua
muitas vezes mais do que seu proprio peso. Enquanto os scaffolds com alta
densidade de reticulagcdo ou com grandes grupos hidrofobicos, apresentaram uma
porcentagem de intumescimento menor (Zhou et al., 2019).
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Todos os scaffolds mantiveram a forma cilindrica e ndo se dissolveram apos
imersdo em PBS. Podendo ser atribuido uma boa reticulagdo com 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida. Estudos anteriores mostraram que € necessaria
uma adicdo de um agente reticulante para melhorar a estabilidade em meio aquoso
(Kaczmarek et al., 2017).

Para aplicagdo biomédica o comportamento de intumescimento é um dos
parametros mais importantes. Uma porcentagem mais alta de entumecimento resulta
em uma maior area de superficie para a difusdo de bioativos no ambiente (Holback;
Yeo; Park, 2011).

O scaffold Q:C Puro foi 0 que apresentou menor razao de intumescimento nos
tempos experimentais de 10 min, 1 hora e 3 horas. No tempo de 24 horas o scaffold
Q:C FA 5mg e Q:C FA 15mg apresentaram 0os menores valores de intumescimento.
Entre os tempos analisados o scaffold Q: C F A 1 0 ntglodextrina apresentou
uma diminuicdo nos valores de intumescimento, mas a maior porcentagem dos
scaffolds estudados.

A capacidade de absorver grandes quantidades de solucfes aguosas € uma
das caracteristicas mais significativas de um hidrogel, podendo atingir centenas de
vezes 0 seu peso (Elsayed, 2019). Estudos em hidrogéis contendo quitosana e
celulose apresentaram raz&do de intumescimento alta (Barros et al., 2014). Os
resultados de entumecimento encontrados nos experimentos deste trabalho

correspondem aos valores encontrados na literatura.
5.1.8 Andlise da perda de massa

A andlise da perda de massa de um scaffold € um importante estudo para
avaliar sua estabilidade em longo prazo. A degradacéo in vitro dos scaffolds foi medida
em termos de alteracdo da massa seca das amostras ao longo de 6 dias imersas em
solugéo de PBS (pH 7,4 a 37,0 £ 0,5 °C).

Na Figura 39 apresenta os resultados de porcentagem de perda de massa
realizada no periodo de 30 dias para as amostras de scaffolds na proporcéo de Q:C
(70:30).
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Figura 39 - Perfil de degradacéo dos scaffolds de Quitosana: Colageno (70:30), em

solucao fisiolégica (PBS, pH 7,4).

2500 —QC Puro
QC AF 5mg
C AF 10
2000 Q mg _ |
@ QC AF 10mg com B-ciclodextrina
= QC AF 15mg
(1]
w 1500 QC AF 20mg
7]
©
=
5 1000
o __f53
2 £
o 500 5 o ——GC Pur
o = . @C AF Smy
A E - = o A 1o
== — ™ F e A QC AF 15mg
Co—— e B QC AF 20mg
U - ' 1 2 3 1 30
1 2 3 10 30 Tempo [dias)

Tempo (dias)

Avaliacdo da degradacéo dos scaffolds em solucdo tampé&o de PBS pH 7,4 foi feita através da
imerséo dos scaffolds na solucéo fisiolégica, num periodo de 30 dias, com pesagens nos tempos
experimentais 1, 2, 3, 10 e 30 dias.

Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).

Q: C Puro, Q: C AF 5mg, Q: C A-Eiclofiextrimg, Q:CQAQF IEMAeR:CIAF mg

20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Aamostradescaf fol d Q: C AklodéxGimagpresentou obmaior
valor de absorcédo da solucdo de PBS no 1° dia de ensaio e a partir do 2°dia iniciou a
perda de massa. Os demais scaffolds apresentaram resultados de perda de massa
muito proximos.

Os resultados obtidos demonstram um aumento significativo da massa nas
primeiras 24 horas, atribuido a capacidade de entumecimento dos scaffolds, que
permitiram a retencéo da solu¢ao tampéao de PBS. Ao final dos 30 dias, a porcentagem
de massa remanescente dos scaffolds Q:C Puro, Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF
10mg, Q:C AF 15mg e Q:C AF 20mg em PBS foi de 101%, 210%, 142%, 325%, 51%,
131%, respectivamente. O scaffold Q:C AF 5mg foi o que mais sofreu degradagéo. O
teste de perda de massa confirmou a estabilidade dos scaffolds em solucao fisiologica
(PBS, pH 7,4), podendo ser atribuido a reticulacgio com o EDC. Ambos
scaffolds mostraram resisténcia e nenhuma evidéncia de desintegracdo ap0s um

periodo de 30 dias.

c

om
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Comparando os scaffolds entre si, em cada tempo experimental, houve

diferenca estatistica significativa P < 0,001.

Na Figura 40 mostra os resultados de porcentagem de perda de massa

realizada no periodo de 6 dias para as amostras de scaffolds na propor¢cédo de C:Q

(70:30).

Figura 40 - Perfil de degradacédo dos scaffolds de Coldgeno: Quitosana (70:30), em
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Avaliacao da degradagédo dos scaffolds em solugdo tampéao de PBS pH 7,4 foi feita através da
imersdo dos scaffolds na solugéo fisiolégica, num periodo de 6 dias, com pesagens nos tempos

experimentais 1, 2, 3, 4 e 6 dias.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

C:Q Puro, C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg.

O aumento significativo da massa nas primeiras 24 horas foi observado nas

duas formulagdes. O scaffold C:Q (70:30) AF 20mg apresentou uma absor¢do maior

da solucdo tampdo PBS no segundo dia do ensaio, comparada com as demais

amostras. As amostras com concentracdo de 5mg e de 10mg de Acido Félico (C:Q

(70:30) AF 5mg e C:Q (70:30) AF 10mg) respectivamente, apresentaram resultados

de perda de massa muito préximos os valores. Esses resultados podem ser atribuidos

a alta hidrofilicidade dos polimeros utilizados durante o preparo dos scaffolds,

possibilitando a elevagao do grau de fragmentacéo da estrutura e aumento na taxa de

biodegradacao do polimero.
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A capacidade de entumecimento que permite a retencdo da solucédo de PBS
pH 7,4. A quitosana e o0 colageno, biomateriais presentes nas formula¢cdes dos
scaffolds, apresentam grupos hidrofilicos, como amino e carboxila, que podem
contribuir para acelerar o processo de degradacdo do material. Comparado a outros
scaffolds, o scaffold C:Q AF 10mg mostrou a menor absorcéo de agua inicial no meio
de degradacédo em solucdo fisiolégica (PBS, pH 7,4). Comparando os scaffolds entre
si, em cada tempo experimental, houve diferenca estatistica significativa P < 0,001.
Conforme visto na Figura 42, apés 4 dias de incubacdo ambos scaffolds apresentaram
fragmentacao ndo sendo possivel prosseguir com o ensaio. A taxa de degradacéao foi
mais rapida nessa propor¢ao. Portanto, os scaffolds com proporcdo de Q:C (70:30)
apresenta alta estabilidade em solucdo de PBS pH 7,4. No entanto, a estabilidade
dos scaffolds pode ser explicada pelas interacfes intermoleculares entre as cadeias
de quitosana e colageno, onde varios tipos de interacdes sdo possiveis. As duas
macromoléculas podem sofrer um emaranhamento e formar um complexo com maior
estabilidade em condicdes fisiol6gicas. A quitosana e o colageno podem ser ligados
ionicamente a partir do ion (NH 3*) da quitosana e o grupo anidnico (i COO ') do

colageno, levando a uma maior estabilidade do composto (Sionkowska, 2004).

5.1.9 Liberac&o do Acido Fdlico

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para analisar o perfil de liberacdo de AF
nos scaffolds. A Figura 41 representa os perfis de liberacdo do AF nas amostras de
scaffolds com solugdo tampéo de PBS in vitro a 37°C em pH 7,4 para imitar as
condicdes de pH da circulagdo sistémica. A liberacdo foi observada maior nas
primeiras 3 horas do teste de liberacdo do acido folico. Apds o esse tempo, a liberacao
continuou de forma gradual e notavelmente menor. Essa liberagdo gradual presente
nos scaffolds é extremamente importante e Util para aplicacdo biomédica. Mesmo com
0 passar do intervalo de tempo, ocorrendo a degradacao continua do material, o AF
foi liberado aos poucos gerando um ambiente rico dessa vitamina do complexo B.

Em todos os grupos ha uma diferenca estatistica entre eles de P<0,001.

O scaffold CQ AF 20 mg (Figura 43 A) e o0 QC AF 15mg (Figura 41 B)
apresentaram a maior quantidade de liberacdo do AF, nos primeiros 60 minutos de
teste.
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Figura 41 - Gréaficos comparativos do perfil de liberacdo do Acido Félico em funcéo
do tempo para as amostras de scaffolds de A) C:Q (70:30) e B) Q:C (70:30) até 5

horas.
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Avaliacéo da liberagéo do acido félico nos scaffolds desidratados em solucdo tampédo PBS pH 7,4. O
ensaio foi feito através da imersdo na solucgéo fisioldégica, num periodo de 300minutos.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).
(C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg) para a propor¢do de C:Q (70:30) e Q:C
AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 15mg e Q:C AF 20mg para a proporc¢ao de Q:C (70:30).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Apoés o periodo de 12 horas a liberacdo permaneceu constante até zerar a
concentracdo de AF liberada para o meio tampao PBS pH 7,4. Observado em ambas

formulacdes dos scaffolds conforme apresentada na (Figura 42 A) e na (Figura 42 B).

Figura 42 - Gréaficos comparativos do perfil de liberago do Acido Félico em funcéo
do tempo para as amostras de scaffolds de A) CQ e B) QC até 115 horas.
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Avaliacéo da liberagéo do acido félico nos scaffolds desidratados em solucdo tampédo PBS pH 7,4. O
ensaio foi feito através da imersdo na solucgéo fisioldégica, num periodo de 5 dias.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).
(C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg) para a propor¢éo de C:Q (70:30) e Q:C
AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 15mg e Q:C AF 20mg para a proporc¢éo de Q:C (70:30).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

No tempo de 115 h encerrou a liberacdo total do acido félico presente nos
scaffolds. Por ser uma vitamina hidrossoluvel, esse tempo € ideal.

No gréfico de liberacdo cumulativa do AF no scaffold CQ AF 15 mg (Figura 43
A) e 0 QC AF 20mg (Figura 43 B) apresentaram a maior quantidade de liberacao do
AF, nas primeiras 3 horas de teste.

Figura 43 - Gréaficos comparativos da liberacdo acumulada do Acido Félico em
funcdo do tempo para as amostras de scaffolds de A) CQ e B) QC de (30 minutos a
300 minutos).
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Avaliacéo da liberagdo acumulada do acido félico nos scaffolds desidratados em solugdo tampéo PBS
pH 7,4. O ensaio foi feito através da imerséo na solucdo fisiolégica, num periodo de 300 minutos.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).

(C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg) para a propor¢éo de C:Q (70:30) e Q:C
AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 15mg e Q:C AF 20mg para a propor¢do de Q:C (70:30).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A Figura 44 mostra os gréaficos comparativo da liberacdo acumulada do Acido

Folico em funcéo do tempo para as amostras de scaffolds de CQ e QC de (1 hora a
115 horas).

Figura 44 - Gréaficos comparativos da liberacio acumulada do Acido Félico em
funcdo do tempo para as amostras de scaffolds de A) CQ e B) QC de (1 hora a 115
horas).
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Avaliacao da libera¢do acumulada do acido folico nos scaffolds desidratados em solugédo tampao PBS
pH 7,4. O ensaio foi feito através da imersdo na solugéo fisiolégica, num periodo de 115 horas.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).
A) C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg para a proporc¢édo de C:Q (70:30) e
B) Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 15mg e Q:C AF 20mg para a proporc¢ao de Q:C (70:30).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

O perfil de liberagdo acumulada do Acido Félico em funcdo do tempo para as
amostras de scaffolds no periodo de 5 dias (Figura 46 B) foi parecido para ambas as
amostras de Q:C AF 5mg e Q:C AF 10mg. O scaffold C:Q AF 15mg apresentou o
maior valor de liberacdo acumulada no periodo de 5 dias.

A Figura 45 apresenta o resultado da liberagdo cumulativa do acido folico na
amostra Q:C (70:30) AF 10mg ¢ o m-cidlodextrina.
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Figura 45 - Representacéo da liberacdo acumulada do Acido Félico em funcéo do

tempo para a amostr a -daodegtrin€& AF 10mg c
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Avaliacao da libera¢do acumulada do acido folico no scaffold Q: C AF 1 0 mtilodextrina b
desidratado em solugdo tampéo PBS pH 7,4.
O ensaio foi feito através da imersao na solucao fisiolégica, num periodo de 11 dias.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (P < 0,001).

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

AamostraQ: C (70: 30) A-Biclode@tmmg (Figuoam5) Bpresentou a
liberacdo do acido félico de forma mais lenta e gradativa podendo ser atribuido a
capacidade de reten-«oCbda vitamina dentro d

Lee et al., (2016) em seus estudos, desenvolveram um arcabouco nanofibroso
para carregar sinvast at-Chh ® rebudddviostreunngueea t a d o
materiald e -ClOD per mi tiu a | ibera-«o0o sustentada d
CD demonstraram sua capacidade de administrar medicamentos hidrofébicos para
tratamento de células cancerigenas e bactérias e induzir a reconstrucdo do tecido
desejado decorridos de uma leséo (Inoue et al., 2020; Radu; Parteni; Ochiuz, 2016).

Conforme mostrado na (Figura 44 A e B) as curvas de liberacdo dos scaffolds
mostraram uma taxa de liberac&o rapida nas primeiras 7 h, seguida por uma fase de
liberacdo lenta. Esses resultados sao consistentes com a regulagéo da liberacdo da
vitamina por difuséo livre. O scaffold Q: C AF 10 -coipdextrmanapresentou
um perfil de liberagdo cumulativa de forma gradual nos 11 dias de ensaio (Figura 45).

Este fato pode estar as s occlodextinoa ea adida tblead a - » e
com a matriz polimérica. Dessa forma, evidencia-s e que a i nco+ por a
ciclodextrina no scaffold influenciou diretamente na cinética de liberacdo dessa

vitamina para o meio. Esses resultados demonstram que o sistema de entrega do
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§cido f-lico baseado -Obaaosipolimersspdo rseafotd oé
extremamente Util e importante na engenharia de tecidos. Estima-se que o
comportamento de liberagdo seja marcado por um valor inicial alto, seguido da
liberacdo de pequenas doses, ou doses de manutencéo, por um intervalo de tempo
maior conforme observamos no scaffold Q: C AF 10 -aojpdextronan(Figura
45). Estudos realizados por Alborzi et al., (2019) concluiram que o farmaco, ou

substancia ativa, e 0 meio de liberagdo afeta a estrutura da matriz polimérica.
5.1.10 Teste de pH

A andlise das variac6es de pH dos scaffolds em FCA estdo representadas nas
Figuras de 46 a 47.

A Figura 46 apresenta os valores de pH dos scaffolds de proporcéo Q:C (70:30)
nos primeiros 120 minutos (Figura 46 A) e no intervalo de 1 a 4 dias (Figura 46 B)

sendo apresentados as medias das triplicatas.

Figura 46 - Variacdo do pH dos scaffolds de Q:C (70:30). A) medida em minutos e B)

medido em dias.
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Avaliacé@o do pH dos scaffolds, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos diferentes
tempos experimentais: A) no intervalo de 10 a 120 minutos e B) no intervalo de 1 a 4 dias.
Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas.
Q:CPuro,Q: C AF 5mg, Q: C AF 10 mgiclode@tring, QA RF 1I5@gregQ:CcAF mb
20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Os maiores valores de pH foram observados nos primeiros 10 minutos para 0s
scaffolds. Os resultados obtidos apresentaram valores de pH levemente alcalinos.

Os scaffolds apresentaram resultados bastante semelhantes. No decorrer dos
dias os valores de pH di minu?2ram, exceto p
ciclodextrina, o valor de pH aumentou nos dias de analise. No 4° dia permaneceram
levemente alcalinos. A amostra Q:C AF 1 0 mg -clodextriba apresentou um
valor de pH igual a 8,2 no 4° dia, resultado maior do que as demais amostras.

A Figura 47 apresenta os valores de pH dos scaffolds de proporc¢éo C:Q (70:30)
nos primeiros 120 minutos (Figura 47 A) e no intervalo de 1 a 4 dias (Figura 47 B)

sendo apresentados as médias das triplicatas.
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Figura 47 - Variacéo do pH dos scaffolds de C:Q (70:30). A) medida em minutos e B)
medido em dias.
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Avaliacéo do pH dos scaffolds, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos diferentes
tempos experimentais: A) no intervalo de 10 a 120 minutos e B) no intervalo de 1 a 4 dias.
N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas.

C:Q Puro, C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.



117

No preparo dos scaffolds no final da reticulacdo foi realizado a neutralizacéao
dos scaffolds. Os componentes da solugéo de FCA podem ter interagido quando em
contato com os scaffolds alterando o valor de pH para valores acima de 7,00.

A determinacédo do pH dos scaffolds sdo importantes pois alteracdes nesses
valores podem ocorrer em funcéo de impurezas, hidrdlise e decomposicao.

Estudos recentes de Souza et al., (2023) demonstraram que células U20S
mostraram um aumento de 2,25 vezes no metabolismo celular em impressdes de uma
camada preparadas a pH 8,0 em comparacdo com aquelas preparadas a pH 5,5.
Células crescendo em substratos preparados entre pH 7,0 e 8,0 mostraram um
aumento no metabolismo celular em comparacdo com células crescendo em
substratos acidos apos 7 dias de cultura celular.

O pH alcalino € essencial para cultura de osteoblastos, ensaios realizados em
meio acido levaram a um aumento da autofagia e apoptose das células (Zhang et al.,
2017). Cultura de fibroblastos e queratindcitos humanos em ambientes acidos resultou
em um aumento da expressdo de mediadores inflamatérios e numa reducédo da
migracao celular (Kruse et al., 2017). Por outro lado, foi demonstrado que a faixa de
pH entre 7,8 e 8,4, aumentou o crescimento e a diferenciacéo das de células 6sseas,

sendo benéfico o pH levemente alcalino para células MC3T3-E1 (Galow et al., 2017).

5.1.11 Potencial Zeta

O potencial zeta (e6) dasaffoslsfdram-medidsspaa ecur

investigar as possiveis interagdes eletrostaticas entre os componentes dos scaffolds.
As solucdes de partida utilizadas no preparo dos scaffolds foram medidos no potencial
zeta a temperatura ambiente de 25°C. As medi¢des de potencial zeta fornecem uma
medida indireta da densidade de carga superficial tornando-se, portanto, uma
ferramenta muito Gtil para prever a estabilidade de uma suspenséo, a interagao entre
particulas € baseada na mobilidade eletroforética das espécies em solucdo (Luz;
Mano, 2012).

O potencial zeta determina a diferenca de potencial entre a camada do fluido e
0 meio de dispersao, ligada aos nanocristais dispersos em um sistema coloidal de

particulas carregadas (Ninglin et al., 2016).
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Os resultados do potencial zeta dos scaffolds na proporcao C:Q (70:30) e Q:C

(70:30) estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Potencial Zeta para os scaffolds de proporcéo C:Q (70:30) e Q:C

(70:30).

AMOSTRA POTENCIAL ZETA (mV)
CQ PURO +23+14
CQAF 5mg +73,1+43
CQAF 10 mg +629+572
CQ AF 15 mg + 66,4 +4.4
CQ AF 20 mg +71,1+51
QC PURO +154+35
QC AF 5 mg +77.6+6,1
QC AF 10 mg +81,1+86
QC AF 10 mg comp-ciclodextrina +780+78
QC AF 15 mg +76,0+42
QC AF 20 mg +81868+17

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

De acordo com Hanaor et al., (2012), amostras com valores de potencial zeta
maiores que 61mV tem uma excelente estabilidade na suspenséo, e entre 0 a+ 5 uma
rapida coagulacéo ou floculacao.

Verifica-se, na Tabela 16, que todos os scaffolds apresentaram uma carga
positiva. Os resultados das suspensdes de propor¢cao C:Q (70:30) com acréscimo de
acido félico apresentaram estabilidade excelente, enquanto a amostra C:Q (70:30)
Pura um resultado positivo de + 2,26mV indicando uma rapida coagulagdo ou
floculacéo.

Analisando os valores de ¢ obtidos para
se que as solucdes apresentaram o potencial zeta positivo, caracteristicas catibnicas
dos biomateriais utilizados no preparo. Esses valores podem ser atribuidos a presenca
dos grupos amino do biomaterial quitosana, que se encontram protonados, na forma
de NHs*. As amostras com proporgdo de Q:C (70:30) (Tabela 16) apresentaram

resultados maiores de 61mV indicando uma excelente estabilidade na suspenséo
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guando adicionadas acido folico, j& a amostra Q:C (70:30) Pura uma estabilidade
incipiente.

A membrana celular possui uma ligeira carga negativa e que a absorcgao celular
€ impulsionada por atracfes eletrostaticas (Jin et al., 2009; Wang et al., 2010). Desta
forma, ao utilizar as solucdes precursoras para o preparo dos scaffolds, as mesmas
sdo capazes de proporcionar interacdes favoraveis com as membranas celulares,
fornecendo um microambiente adequado para a fixacao e proliferacéo de células.

Os potenciais de superficie das membranas celulares tém implicacGes
funcionais importantes: eles podem causar acumulo local de contra ions soluveis na
vizinhanca alterando o pH local, podem alterar a disposicao de regides carregadas de
proteinas transmembrana, podem servir para recrutar proteinas catidnicas extrinsecas
e a alterar a concentracdo de ions fisiologicamente importantes, como o célcio
(McLaughlin, 1989).

A superficie da célula é coberta por uma camada externa de carboidratos que
envolve a membrana plasmatica das células, conhecida como glicocalice, com cargas
negativas. As membranas celulares sao constituidas por

bicamadas fosfolipidicas onde as proteinas séo inseridas (Alberts et al., 1994).

5.1.12 Isoterma de Adsorc¢éao e area superficial

As analises por Adsorcao de nitrogénio, BET (analises de area de superficie
por isortermas Brunauer, Emmett e Taller) foram realizadas utilizando um
equipamento Quantachrome AutosorblQ2 equipament que permitiram a determinacéo
da &rea superficial total, o volume de poros e distribuicdo dos poros nas amostras dos
scaffolds. A area superficial (Tabela 17) foi determinada com o modelo BET,
(Brunauer, Emmett e Taller), adsorcéo fisica das moléculas de gas sobre a superficie
sélida em multicamadas. A distribuicdo do diametro dos poros foi calculada pelo
método de BJH (Barrett, Joyner e Halenda), aplicado para as curvas de dessorcéo.

Por meio dos gréficos foi possivel determinar a area superficial de cada material

e 0s resultados para cada um sdo mostrados na Figura 48.


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8098824/#B8
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/phospholipid
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Figura 48 - Isotermas de adsorcéo e dessor¢cao das amostras de scaffolds.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As isotermas podem ser identificadas como tipo IV, tipicas de adsorventes

mesoporosos de acordo com a classificacdo da IUPAC. Todos os scaffolds foram

classificados como material mesoporoso (tamanho de poro entre 2-50nm) (Thommes

et al., 2015). As histereses séo elementos das isotermas originados de processos de

adsorcdo que ndo sejam completamente reversiveis, ocorrendo a presenca de

inclinacdo na curva de adsorcao e histerese de adsorcéo/dessorc¢ao (Sing, 1985).
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Tabela 17 - Area superficial dos scaffolds de proporcéo C:Q (70:30) e Q:C (70:30)
obtidas pelo método de BET.

Scaffolds Area superficial especifica (mZ.g-)

cQ PURO 222
CQ AF 5 mg 602
CQ AF 10 mg 32
CQAF15myg 35
CQ AF 20 mg 36

QC PURO 150
QC AF 5 mg 32
QC AF 10 mg 27
QC AF 15 mg 29
QC AF 20 mg 185

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As anadlises por BET- Isotermas de adsorcdo/dessorcao de nitrogénio das
amostras dos scaffolds confirmaram suas superficies mesoporosos. A amostra com
proporcao de C:Q AF 5mg apresentou o resultado de area superficial de maior valor
(602 m2.g?'), comparado com as demais amostras com valores aproximados. O
scaffold C:Q AF 5mg demonstra uma capacidade de adsorcdo significativamente
maior. Na pressao relativa maxima de 0,99, a quantidade de material adsorvido atinge
145cm3.g'?

As amostras de Q:C AF de 5mg, 10mg e de 15 mg apresentaram resultados
bem proximos, apenas a amostra de Q:C AF 20 mg apresentou 0 maior valor de area
superficial (185 m?.g1) observado pela maior quantidade de adsorcéo de nitrogénio.
O scaffold Q:C AF 20 mg demonstra uma capacidade de adsorcéo significativamente
maior. Na pressao relativa maxima de 0,99, a quantidade de material adsorvido atinge
48 cm 3. g ' ! Este scaffold exibe volumes de poros significativos em todo um espectro
de tamanhos de poros, com um pico amplo variando de 3 a 25 nm, sugerindo uma
maior abundancia de pequenos mesoporosos e um aumento geral na porosidade. A
adicao de acido félico aumenta significativamente a porosidade do hidrogel, tornando-
0 mais apropriado para aplicacbes que exigem uma grande area de superficie e

porosidade, como adsorcéo e catélise. A caracterizacao superficial e a de poros dos
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scaffolds é de extrema importancia quando se visa uma aplicacdo em processos
adsortivos, que nas cavidades na superficie do material ocorre a retencdo de
adsorventes.

A capacidade de adsorcdo de proteinas depende da densidade da carga
superficial, da distribuicdo de tamanho dos poros das particulas e da area superficial
especifica (Fujii et al., 2006). A capacidade de adsorcdo de proteinas e a area
superficial especifica aumentam a medida que o tamanho das nanoparticulas diminui
(Szalaj et al., 2019). Portanto, os scaffolds sintetizados neste trabalho possuem

grande potencial para aplicacfes biologicas.

5.1.13 Viabilidade celular

O estudo da viabilidade celular por MTT foi realizado para avaliar o efeito da
incorporacao de &cido félico e da proporcdo de quitosana e colageno nos scaffolds.

A citotoxicidade dos scaffolds foi testada indiretamente em cultura de
fibroblastos L929 e em linhas de neuroblastos do cérebro de camundongo (Neuro-
2A). Os resultados da viabilidade celular estao representados nas Figuras 49, 50 e 51.

As células fibroblasticas foi utilizada porque essas sdo as principais células
envolvidas nos processos de cicatrizacao de feridas e no reparo tecidual. As células
fibroblastos sé@o consideradas imprescindiveis para o reparo do tecido devido a sua
grande capacidade de multiplicacéo de preencher defeitos do tecido em varios 6rgaos
com uma matriz extracelular levando a cicatrizacao (Harris et al., 2017). As células
fibroblasticas L929 (Figura 49) foram tratadas com os meios que estiveram no contato
com os scaffolds durante 24, 48 e 72 horas por 24 horas. A citotoxicidade dos scaffolds
foi avaliada através do método colorimétrico de MTT. Teste ANOVA (* P < 0,05), * P

< 0,01, **P < 0,001).


https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1113/EP090751#eph13321-bib-0028
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Figura 49 - Porcentagem de viabilidade de fibroblastos L929 tratados com eluatos de
10 mg/ml contendo scaffolds de Colageno: Quitosana (70:30), com acréscimo de
diferentes concentrag@es de &cido folico em diferentes tempos, incubados durante
24 horas.
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As células fibroblasticas L929 foram tratadas com eluatos dos scaffolds (10 mg/mL) por 24, 48 e 72 h.
A citotoxicidade dos scaffolds foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA (* P < 0,05, * P < 0,01, **P < 0.001)
C:Q Puro, C:Q AF 5mg, C:Q AF 10mg, C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A incorporacao do &cido félico na composicdo dos scaffolds provocou um
aumento da viabilidade acima de 70% para todas as amostras de scaffolds. No tempo
de 24 horas e 48 horas os resultados sdo bastantes préximos. A amostra de C:Q AF
5mg apresentou no tempo de 72 horas a maior porcentagem de viabilidade celular
92%. Os resultados de MTT mostraram que os scaffolds ndo exerceram nenhum efeito

citotoxico nas células.
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Figura 50 - Porcentagem de viabilidade de fibroblastos L929 tratados com eluatos de
10 mg/ml contendo scaffolds de Quitosana:Colageno (70:30), com acréscimo de
diferentes concentrag@es de &cido folico em diferentes tempos, incubados durante
24 horas.
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As células fibroblasticas L929 foram tratadas com eluatos dos scaffolds (10 mg/mL) por 24, 48 € 72 h.
A citotoxicidade dos scaffolds foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA (* P < 0,05, * P < 0,01, **P < 0.001)
Q:C Puro; Q:C AF5mg; Q:C FA10mg; Q:CAF1 0 mg c-cciodektrina; Q:C AF 15mg e Q:C AF
20mg.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

OsscaffoldsQ: C FA 10mg e o Q:ciClodéxkFinabfrasentaramo m b
maiores percentuais de células viaveis que todos o0s outros grupos em estudo, apos
72 horas. Essas diferencas foram estatisticamente significativas para varios grupos e
pode ser vista na Figura 50. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos Q:C Puro e Q:C AF 5 mg. Por outro lado, os percentuais de células viaveis
do scaffold Q: @iclédextrinaGonam significativdmente maiores do que
os demais scaffolds no tempo de 48 horas e 72 horas (P<0.001). A amostra de scaffold
Q: C FA 10 mgiclodextrima no tempo de 72 horas apresentou 159% de
viabilidade celular. O percentual de células viaveis do scaffold Q: C FA 10mg c ol
ciclodextrina foi 59% maior do grupo controle, apos 72 horas (p<0,001).
De acordo com os estudos de Pal et al., (2009) o ensaio de MTT ¢é utilizado
para determinar a viabilidade celular, quantificando o quanto o MTT presente no meio
foi reduzido pela atividade metabdlica celular formando cristais de formazan, de cor
azul. Dessa maneira a quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, €

diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Conforme mostrado na (Figura
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50 e 51), o ensaio MTT demonstra a natureza nao toxica dos scaffolds produzidos
frente aos tipos celulares testados.

Os resultados dos testes de MTT revelaram que ap0s 24, 48 e 72 horas 0s
scaffolds sintetizados ndo apresentaram citotoxicidade para as culturas de células
L929. Os valores de viabilidade mantiveram-se acima de 75%, valor acima do qual os
materiais séo considerados néo citotoxicos.

Por outro lado, apos 48 e 72 horas o percentual de células viaveis dos scaffolds
Q: C AF b5mg, Q: C FA 10 meciclodéxtrita, AQFAF 13mmmg Q:C om b
AF 20mg foram maiores que a amostra Q:C Puro. Além disso, ap6s 72 horas a
viabilidade celulardo scaffold Q: C AF 1 0 Atglodextrina fabmaior de todos os
scaffolds em estudo. Esses resultados iniciais in vitro sugerem que a adi¢ao de acido
f - | i eciclodextrifia pode ter promovido um microambiente relativamente superior,
mais favoravel para a adeséo e o desenvolvimento das culturas de células testadas.

Estudos realizados por Mozafari et al., (2012) exibiram resultados de viabilidade
celular (%) maior em fibras compostas eletrofiadas com AF em comparagdo com as
puras. Podendo ser atribuido pelo fato de que o AF tem uma alta afinidade pelo
receptor de folato nas células L929.

A citotoxicidade foi testada em cultura de células Neuro 2A para avaliar o
poss?vel potenci al -dadodegrna ehoscaffolds decqoitosana:d a b
colageno em células neurais. Para o estudo foi utilizado somente os scaffolds Q:C
Pur o, Q: C AF 10 mgciclodextrida eXFC AF 20mg forBm submetidas
aos ensaios in vitro. A citotoxicidade foi realizada indiretamente usando diluicdo de 10
mg/mL dos scaffolds em células Neuro 2A durante 72 horas.

A citotoxicidade dos scaffolds foi avaliada através do método colorimétrico de
MTT. Os resultados estdo apresentados na Figura 51. ANOVA (* P < 0,05), * P <
0,01, *** P < 0,001).
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As células Neuro 2A foram tratadas com eluatos dos scaffolds (10 mg/mL) por 72 h.
A citotoxicidade dos scaffolds foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA (* P < 0,05, * P < 0,01, **P < 0.001)
Q: C Puro; Q: C FA 10 mg-ciclo@extiha AFC AFR0mg. com b
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As células Neuro 2A (Figura 51) foram tratadas com 0s meios que estiveram
no contato com os scaffolds durante 72 horas. A viabilidade no scaffold Q:C AF 10mg
c o m-ciflodextrina foi de 104,08%, ou seja 4% a mais do que o grupo controle. O
scaffold Q: C AF 10mgi clbomdebxtrina a incorpora- «
apresentou o resultado de viabilidade celular maior, podendo ser atribuido a liberacao
controlada do acido félico para o meio.

No entanto, a viabilidade celular de todas as amostras estava acima de 75%,
indicando boa biocompatibilidade de todos os scaffolds. A menor viabilidade celular
pode ser observada na amostra Q:C AF 10mg pode ser justificada pela solubilidade
do &cido félico no tempo experimentalde 72h,podendo ser atribu2do
8cido f-lico para o mei o doede teruagidoude orma e f o

negativa nas ceélulas e reduzido sua viabilidade.
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A determinacdo da viabilidade celular e da adesado celular sdo ensaios de
grande importancia, pois medem, in vitro, a primeira interacdo entre a célula e a
superficie do material, sendo um primeiro passo para avaliar o potencial de
biocompatibilidade do material estudado, sobretudo no momento em que o material
entra em contato com o meio de cultura e as células. O acido félico € uma vitamina
com carater hidrofilico que pode auxiliar na conexédo das células Neuro 2A com as
superficies do scaffold, permitindo o desenvolvimento celular e a melhoria da
viabilidade, sendo desejavel no contexto de aplicacfes na engenharia de tecidos. No
contexto das aplicacdes de engenharia de tecidos, é desejavel que o material tenha
um caracter hidrofilico para ajudar a fixacdo das células na superficie dos scaffolds,
facilitando assim o crescimento celular, bem como o aumento da sua viabilidade
(Nista; Bettini; Mei, 2015; Maretschek; Greiner; Kissel, 2008).

OscaffoldQ: C AF 1 0 ncglodextrina ndo apresentou toxicidade, e das
amostras testadas o maior valor de viabilidade celular, por conseguinte, podem servir
para a sua posterior exploragéo no fabrico de implantes/tecidos de bioengenharia. Os
resultados do presente estudo também validam que a matriz polimérica pode
proporcionar um ambiente adequado para a fixacéo e proliferacdo de células, atuando
como matrizes extracelulares sintéticas. Em acordo com a ISO 10993-5 (2009) para
uma amostra ser considerada citotoxica deve haver uma reducdo na viabilidade
superior a 30% na linhagem avaliada. Dessa forma, os graficos foram sinalizados com
uma linha preta tracejada no local onde é alcancada 70% da viabilidade celular. Os
pontos nas retas dos graficos sdo representativos da Média + desvio padrdo (SD)
correspondentes a trés réplicas experimentais para cada amostra-teste.

Foi reali zado o trat ansecnatfofpodrddsa d? £this@o c
viabilidade celular. H8 uma diferen-a estat
ANOVA Post Hoc de Tukey entre &L AmM&Nng - »e s
p<0, 001; QQ:C AFP20mgp <&® , ®:1¢ AF 10mg e Q: C- AF 1
ciclodextrinap <0, 0Q:1C eAF 1 0 rciglodextrimac Q:C AF20mgp <0, 0 1.

Em concord®©ncia com a |literatura, o0s res
osscaf fexlidbs ram excel ente biocompatibilidade
de fibroblastos e Neuro 2A.

5.1.14 Adeséao e morfologia celular
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A adeséao celular foi testada pelo método de contagem de células apds o
periodo de incubacédo de 24h. Para o estudo foi utilizado somente os scaffolds Q:C
Pur o, Q: C AF 10 mggiclodextriGa eAC AF 20mg forBm submetidas
aos ensaios in vitro. O resultado da eficiéncia de adesao de células fibroblastos L929

e Neuro 2A aderidas ao material apos 24 h esta representado na Figura 52.

Figur-epP2 esent a- «de efdi@énciaeede adasfadas células: A) L929 e

B) Neuro 2A nos scaffolds no tempo de 24 horas.

| L929 | | Neuro2a |
101 [

1054 * 0.9+ 1 . .
2 o008 —L —L—
S 1004 o
2z . © 074
q =]
o < 06
o 095 3
o 0.5
S %
= ]
& 090- 5 04
(3] —
= Q 034
w &

0,85 4 0.2 4

0.14
0,80 T T 0.0
& & ) & >
L & & & ' &
& ) S o o <8 19‘9 S‘?O q?@
G 3 % P & < & AR <
3 P F o oF o o7 T % ¥
J F& o o 5§ o

Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0.001)
Q: C Puro; Q: C FA 10 mg-ciclo@extiha AFC AFR0mg. com b
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Apoés o tempo experimental 24h, as células L929 (Figura 52 A) expostas nos
scaffolds apresentavam eficiéncia de adesao acima de 0,9. O scaffold que apresentou
a maior eficiéncia de adesédo, com 0,98 foiaamostraQ: C AF 1 O roiglodextrima
com a i ncor por a-cklodexttha. O bpresente estudo in vitro com o
neuroblastoma do tipo neuro 2A e os polimeros Quitosana:Colageno com adicdo de
§8cido f-1ico e tcicladextripap vedficow ondicios favbraveis a
apresentacao desta pesquisa, 0 qual estudou a adesao e a proliferacédo destes tipos
celulares sobre os polimeros ora supracitados, através da analise quantitativa. A
resposta inicial de adesao das células a superficie dos scaffolds € uma analise muito

importante para avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais utilizados na sintese. A

b
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avaliacao da fixacdo das células nos scaffolds foi medida no tempo experimental de
24 horas.

A (Figura 52 B) representa os resultados de eficiéncia de ades&o nos scaffolds
apos o tempo de 24 horas com células Neuro 2A. Todos os scaffolds mantiveram uma
eficiéncia de adeséo acima de 0,8. Houve uma diferenca significativa entre os grupos
avaliados. Entre os scaffoldsQ: C Pur o e Q: C -dcledexdtriharogvalar dem b
p<005eentreoscaffold Q: C AF 1 0 ncixlodextrina efd Q:C AF 20 mg p <
0,05.

Os scaffolds apresentaram uma boa resposta de adesao celular, indicando boa
biocompatibilidade, por ter promovido significativamente a adesao celular podendo ser
observado tanto na superficie do scaffold e no interior dos poros. O scaffold Q:C AF
1 0 mg c-cadektrina apresentou uma melhor eficiéncia de adeséao, proxima de
1,0.

A interacdo e a adesdo de ceélulas neurais com substratos artificiais sdo de
fundamental importancia na engenharia de tecidos neurais. O design racional de
substratos de tecido neural sintético deve atingir o controle maximo sobre a montagem
e agrupamento de células neurais. Nos sistemas nervosos central e periférico as
células neuronais formam redes funcionais onde sua eficiéncia depende da topologia
da rede (Hopfield, 1982; Kandel et al., 2000; Strogatz, 2001; Watts; Bak (2000); Watts;
Strogatz, 1998).

A morfologia das células L929 e Neuro 2A estéo representadas na Figura 53.
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Figura 53 - Representacdo da morfologia das células nos scaffolds. A) Morfologia
das células L929 nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas. B )Morfologia das
células Neuro 2A nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas.
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Figura 53 - Representacdo da morfologia das células nos scaffolds. A) Morfologia

das células L929 nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas. B )Morfologia das

células Neuro 2A nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas.
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Figura 53 - Representacdo da morfologia das células nos scaffolds. A) Morfologia

das células L929 nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas. B )Morfologia das

células Neuro 2A nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas.
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Figura 53 - Representacdo da morfologia das células nos scaffolds. A) Morfologia
das células L929 nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas. B )Morfologia das
células Neuro 2A nos scaffolds no tempo de 24 horas e 72 horas.

Micrografias dos scaffolds com as células aderidas, obtidas no microscépio confocal Zeiss LSM 880
do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG para observagéo da
morfologia celular dos fibroblastos L929 e Neuro 2A sobre os scaffolds, apés 1 dia e 3 dias de
semeadura.

Q: C Puro; Q: C FA 10 mg-ciclo@extiha AFC AFRMg. com b
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.



