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RESUMO 

 

Devido à crescente necessidade de substitutos ósseos que possam estar em contato 

com o Sistema Nervoso Central (SNC), os pesquisadores têm procurado 

extensivamente materiais bioativos, biodegradáveis, biocompatíveis e multifuncionais 

para mimetizar um ambiente adequado que forneça a sobrevivência das células 

neuronais, bem como sua adesão, proliferação, crescimento e diferenciação. Os 

scaffolds devem ter caraterísticas que lhes permitam servir de suporte provisório para 

o crescimento, a migração e a diferenciação celulares semelhantes às de um tecido 

nativo, para reparar ou substituir células, órgãos ou tecidos, a fim de restaurar funções 

comprometidas por doenças, defeitos congênitos, traumatismos ou envelhecimento. 

O ácido fólico está associado ao crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso, 

desempenhando um papel crucial na proliferação e diferenciação das células 

estaminais neurais e no sistema hematopoiético. Neste estudo, preparamos scaffolds 

a partir dos biopolímeros quitosana e colágeno e adição do micronutriente ácido fólico 

(AF), também conhecido como vitamina B9. Sintetizamos um scaffold com AF em ɓ-

ciclodextrina para prolongar o tempo necessário para a sua liberação. Isto aumentou 

a interação entre a matriz polimérica e as células Neuro 2A. Foram analisadas as 

caraterísticas morfológicas, químicas e térmicas, as propriedades de liberação in vitro, 

a viabilidade celular e a adesão.  Todos os scaffolds testados num estudo de UV-

visível in vitro liberaram rapidamente o ácido fólico, com exceção da amostra contendo 

ciclodextrina, que liberou o ácido fólico 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 

com a ɓ-ciclodextrina tornou as células mais viáveis e ajudou-as a aderir umas às 

outras, o que as fez crescer mais rapidamente. Por este motivo, os scaffolds podem 

ser utilizados na engenharia de tecidos neuronais como um suporte provisório para o 

crescimento, proliferação e diferenciação de células neuronais.  

 

Palavras-chave: scaffolds; colágeno; quitosana; ácido fólico; ɓ-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 synthesized a scaffold with FA in ɓ-cyclodextrin to extend the time 

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 

or without PA) were harmful to the cells. In fact, PA combined with ɓ-cyclodextrin made 

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; folic acid; ɓ-cyclodextrin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Um grande avanço no tratamento médico é a medicina regenerativa (MR), que 

tem como objetivo substituir ou regenerar tecidos ou órgãos danificados, restaurando 

suas funções normais (Mason; Dunnill, 2010).  

As estratégias atuais usadas na medicina regenerativa são: terapia baseada 

em células, utilização de materiais biológicos ou sintéticos para conduzir processos 

de reparação e crescimento celular e a implantação de scaffolds semeados com 

células (Sampogna; Guraya; Forgione, 2015). 

A engenharia de tecidos (ET) é uma área multidisciplinar que envolve 

conhecimentos de engenharia, medicina, biologia para aquisição de substitutos 

biológicos que possam manter, restaurar ou aprimorar as funções de um tecido 

(Langer; Vacanti, 1993). 

A crescente demanda pela substituição de órgãos e tecidos, os avanços 

tecnológicos em medicina regenerativa (MR) e ET resultou na aproximação dos 

conhecimentos, um campo multidisciplinar que abrange conhecimentos de 

biomecânica, bioinformática, química dos polímeros, ciência dos materiais, biologia 

celular, nanotecnologia, engenharia e ciências aplicadas. Atualmente mencionado 

pelo acrônimo (TERM) Medicina Regenerativa e Engenharia de Tecidos (Muzzio, et 

al.,2021). 

A inovação de técnicas de aprimoramento e desenvolvimento de biomateriais 

para obtenção de novos tecidos em TERM, que sejam adequados para a construção 

de arcabouços tridimensionais, usualmente poliméricos, também chamados scaffolds 

leva a necessidade de compreensão das propriedades da matriz extracelular (MEC), 

componente essencial que envolve e proporciona um ambiente físico para as células 

(Bellini, et al., 2015; Muzzio, et al., 2021). 

Uma das aplicações mais comuns de biomateriais disponíveis no mercado são 

os implantes médicos como as articulações artificiais, ligamentos, válvulas cardíacas, 

enxertos e tendões. Dentre os métodos que proporcionam a cicatrização de tecidos 

humanos estão as suturas, grampos para fechamento de feridas, curativos solúveis e 

clipes. A combinação de scaffolds com moléculas bioativas e células, nanopartículas, 

biossensores capazes de identificar a quantidade e a presença de substâncias 

específicas e sondas moleculares (National Institute OF Biomedical Imaging and 

Bioengineering, 2017). 
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Um dos fatores da dinâmica socioeconômica é a inovação (Machado; 

Lazzarotti; Bencke, 2018). A Inovação é como uma forma de adquirir um monopólio 

temporário sobre um produto diferenciado ou uma técnica. O sucesso do produto 

inovador atrai a concorrência, que busca imitar para ganhar lucro, aumentando assim 

a competição no mercado causando a queda no preço de comercialização 

(Schumpeter, 1988). 

Considerando essa visão, o Capítulo 1 visa realizar uma prospecção 

tecnológica, de artigos e patentes, sobre scaffolds de Quitosana:Colágeno com ácido 

fólico para aplicação biomédica. A fim de analisar o cenário nacional e internacional 

em relação às pesquisas relacionando os documentos de patentes depositados e os 

artigos científicos publicados, destacando as suas propriedades, aplicações e 

potencial tecnológico. A prospecção tecnológica e a revisão criteriosa da literatura 

científica, no Capítulo 2, são ferramentas importantes para contribuir no processo de 

tomada de decisão para o desenvolvimento de um scaffold com associação de 

polímeros e moléculas bioativas para obtenção de melhores propriedades físico-

químicas e biológicas.  
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2 CAPÍTULO 1 - INOVAÇÃO, ENGENHARIA DE TECIDOS E MEDICINA 

REGENERATIVA, PROCURA DE PATENTES E PESQUISA DE ARTIGOS 

 

2.1 INOVAÇÃO 

 

A palavra inovação se refere a um processo ou produto novo ou melhorado, 

podendo ser separado ou em combinação que diferencie significativamente dos 

produtos ou processos anteriores disponibilizados para utilização. A inovação de um 

produto, segundo a OCDE (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico) ®: ñnovos ou melhorados produtos ou servi­os, que se diferenciam 

significativamente dos produtos ou serviços anteriores, e que foram introduzidos no 

mercadoò (OECD/Eurostat, 2018).  

A inovação baseada em conhecimentos científico e tecnológico visa solucionar 

problemas enfrentados pela sociedade com o intuito de favorecer um estado de maior 

bem-estar. Na inovação temos incertezas, que levam à implementação de produtos e 

processos vantagens competitivas significativas (Freeman; Soete, 1997). 

Inovações tecnológicas representam à introdução, aquisição e 

aperfeiçoamento de novas tecnologias na produção e/ou distribuição de quaisquer 

serviços ou bens para o mercado (Szmrecsanyi, 2006).  

Tecnologia pode ser entendida como um conjunto ordenado de todos os 

conhecimentos utilizados na distribuição, na produção e no uso de bens e serviços 

(Sábato, 1978). Um conjunto de técnicas, conhecimentos, procedimentos, 

ferramentas aplicadas na geração de uma produção econômica de bens e serviços 

(Gonçalves; Gomes, 1993). 

 

2.2 ENGENHARIA DE TECIDOS E MEDICINA REGENERATIVA 

 

Desde 1993 a área de engenharia de tecidos (Figura 1) vem avançando no 

desenvolvimento de materiais mais adequados, técnicas de produção de matrizes 

mais confiáveis, obtenção e manipulação de células utilizadas, contribuindo para o 

desenvolvimento eficiente e o interesse de pesquisadores nessa área 

(Khademhosseini; Langer, 2016). 
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Figura 1- Avanços na engenharia de tecidos. 

 

Fonte: (Khademhosseini; Langer, 2016). 

 

Três principais estratégias são utilizadas na engenharia de tecidos como: uso 

de fatores indutores, uso combinado de células com matrizes de materiais naturais ou 

polímeros sintéticos e aplicação de células isoladas (Langer; Vacanti, 1993).  

A abordagem denominada de engenharia de tecidos in situ, utilizam matrizes, 

que podem ser chamadas de arcabouços, com a finalidade de serem implantadas no 

organismo para induzir a migração de células tronco para o local da lesão estimulando 

a restauração do tecido (Gahawar; Singh; Khademhosseini, 2020).  

Os scaffolds para cultivar células em laboratório, servem como apoio para 

crescimento de um modelo de tecido, para posteriormente serem implantados no 

organismo. O material utilizado para a produção dos scaffolds deve ser biocompatível, 

biodegradável, flexível ou apresentar uma rigidez, características semelhantes aquela 

do tecido nativo conforme representado na Figura 2. Essa abordagem é denominada 

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

 

Figura 2 - Rigidez de tecidos biológicos em comparação à de alguns materiais 

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

 

As técnicas abordadas são aplicadas em conjunto para criar semelhança 

biológica ao tecido original com a finalidade de repor o tecido danificado, proporcionar 

um ambiente capaz de funcionar ou de estimular a sua regeneração (Schaap-

Oziemlak, et al., 2014). 

Conforme os dados apresentados pela Rede de Aquisição e Transplante de 

Órgãos (OPTN ï Organ Procurement and Transplantation Network) o número de 

órgãos transplantados nos EUA em 2022 totalizou 42.888 órgãos transplantados. 

Contudo, muitos pacientes morrem diariamente à espera de transplantes. Segundo a 

Organização das Nações 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 milhões para mais de 366 milhões. Com isso, para garantir um envelhecimento 

seguido de qualidade de vida a área da saúde precisa ter medidas adicionais para 

assegurar um envelhecimento saudável (Dixon, 2021). 

O aperfeiçoamento das técnicas na medicina regenerativa otimiza os cuidados 

com a saúde do século XXI, proporcionando a cura de certas deficiências e doenças 

graves pelas melhorias nas opções terapêuticas (Yamada; Behfar; Terzic, 2021). 
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Figura 3 - Representação de áreas de pesquisa em medicina regenerativa. 

 

Fonte: (Dieckmann et al., 2010) adaptado. 

 

Visando a manutenção do bem estar, os restabelecimentos das funções e 

formas, oferecendo a perspectiva de prolongar a vida livre de doenças, a MR avança 

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 à base de dados do Instituto Nacional 

da Propriedade Industrial (INPI) do Brasil.  

O levantamento foi realizado em abril de 2023, utilizando as combinações de 

descritores em inglês: ((composit* OR scaffold* OR sponge) AND ñbiopolymerò AND 

"tissue engineer" AND ("drug release" OR "drug delivery")), sendo incluso as patentes 

e os artigos que apresentassem esses termos no título e/ou no resumo. A palavra-

chave, escritas na língua portuguesa para busca na base de patente nacional foi 

ñscaffold biomédicoò. 

Na busca por patentes foi utilizado palavras-chaves e o código IPC 

(Classificação Internacional de Patentes), o A ï Human necessities. 

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

geral de busca: ((composit* OR scaffold* OR sponge) AND ñbiopolymerò 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 período de 

publicação nos últimos 23 anos (entre 2000 e 2023). A partir do levantamento 

realizado, foi possível observar que o maior depositante de patente é os Estados 

Unidos. 

Na consulta à Base de dados do Instituto Nacional da Propriedade Industrial 

(INPI) do Brasil, foram encontrados 344 processos entre o período de publicação de 

2000 a 2023 utilizando a palavra-chave hidrogel. Ao analisar os dados pode-se 

averiguar que os códigos mais presentes foram A61L27, materiais para próteses. 

Contudo, foram realizadas leituras dos resumos das patentes e artigos 

encontrados e, quando necessário, a leitura do trabalho na íntegra. Não houve 

critérios de exclusão nas buscas, sendo incluídos no levantamento todos os 

resultados referidos nas bases no momento da pesquisa. 

O estudo patentométrico por ser uma fonte de informação tecnológica, contribui 

na pesquisa e no desenvolvimento dos scaffolds aplicados na área biomédica. 

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

pela base de dados do Lens.org. 

 

Figura 4 - Contagem de documentos versus ano de publicação. 

 

Fonte: (Lens.org, 2023) 
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A Figura 5 representa o número de patentes e as ações ocorridas ao longo dos 

anos. 

Figura 5 - Número de Patentes versus ano de publicação. 

 

 

Fonte: (Lens.org, 2023) 

 

Em uma pesquisa de um trabalho que visa o uso inovador de biomateriais, é 

importante que se realize um estudo inicial de verificação destes biomateriais em 

determinadas aplicações. O estudo de anterioridade por meio de prospecção 

tecnológica é necessário, de forma a contribuir e orientar a pesquisa e o possível 

desenvolvimento de patentes a ela relacionado. Assim, a pesquisa teve como foco os 

biomateriais quitosana, colágeno, ácido fólico e carbodiimida aplicáveis em scaffolds. 

As buscas foram feitas utilizando os seguintes descritores, ñchitosan", 

"collagen", "folic acid" "scaffolds" and "carbodiimideò para o Lens.org. e para o INPI, 

as buscas foram usadas no título e resumo utilizando os descritores ñquitosanaò, 

ñcol§genoò, ñ§cido f·licoò ñscaffoldsò e ñcarbodiimidaò. Nesta base tamb®m foram 

somados os resultados para ñarcabou­oò, como tamb®m ® conhecido. As 

combinações entre os descritores foram feitas. Houve ainda a análise das patentes 

depositadas para scaffolds, associando-se ao código A do ICP da Classificação 

Internacional de Patentes (ICP). 

Para averiguar o aspecto inovador da pesquisa proposta, foram pesquisados 

os biomateriais juntamente com o descritor scaffold, mas não foram detectados 

depósitos que unissem os materiais propostos nas bases acessadas conforme está 

representado na Tabela 1: 
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Tabela 1 - Pesquisa por descritor 

Descritor  INPI Lens.org  (com código 

ICPR A) 

Quitosana 207 12 

Colágeno 172 12 

Colágeno Tipo I - 2 

Ácido Fólico 10 6 

Carbodiimida 11 0 

Scaffolds 8 107.703 

Arcabouço 21 0 

Scaffolds e Quitosana 2 0 

Scaffolds e Colágeno 0 2 

Scaffolds e Ácido Fólico 0 0 

Scaffolds e Carbodiimida 0 0 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

As patentes (WO2010141027A1) do ano de 2010 e a (US2012035608A1) do 

ano de 2012, menciona a produção de scaffolds eletromagnéticos biocompatíveis para 

utilização na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos, apresentando os 

métodos de produção desses biomateriais eletromagnéticos que se assemelham a 

tecidos e órgãos.  

 

2.4 PESQUISA DE ARTIGOS 

 

Foi realizada uma busca delimitada a partir do ano 2000 até a atualidade na 

busca por artigos científicos utilizando as plataformas Web of Science (Coleção 

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 descritores em ingl°s: ñscaffolds and regenerative medicineò and 

scaffold and biomedicalò, sendo incluídos as patentes e os artigos que apresentassem 

esses termos no título e/ou no resumo.  

Por fim, foram realizadas leituras dos resumos dos artigos encontrados e, 

quando necessário, a leitura do trabalho na íntegra. Não houve critérios de exclusão 

nas buscas, sendo incluídos no levantamento todos os resultados referidos nas bases 
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no momento da pesquisa. Na Tabela 2, estão representados os números de artigos 

referentes aos scaffolds ou compósitos biomédicos a partir de hidrogéis. 

 

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

Número de Artigos 

Bases científicas 

Web of Science Scielo Elsevier 

110 02 396 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

As principais áreas de publicação dos artigos pela relação da temática, podem 

ser destacadas, Ciências dos Materiais com a maior proporção das publicações em 

geral com 37% dos artigos encontrados, seguida pela Engenharia com 15% e 

Engenharia química com 11%. Os resultados encontrados estão diretamente ligados 

ao desenvolvimento de novos biomateriais para aplicação na engenharia de tecidos e 

na medicina regenerativa. 

Com as buscas e análises dos bancos de dados Lens.org e INPI, pode-se 

observar a não existência de um registro de pedido de patente relacionada aos 

biomateriais quitosana, colágeno e ácido fólico quando combinados. O mesmo foi 

observado nas buscas por artigos que não foi encontrado combinações dos 

biomateriais em scaffolds. Concluindo o caráter inovador do tema proposto, sendo 

evidenciado com a obtenção dessa informação durante a pesquisa aos bancos de 

dados a união dos três biomateriais para formação destes scaffolds.   
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3 CAPÍTULO 2 - SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DE SCAFFOLDS  DE COLÁGENO 

E QUITOSANA CONTENDO ÁCIDO FÓLICO EM CONCENTRAÇÕES 

DIFERENTES COM POTENCIAL APLICAÇÃO NA ÁREA BIOMÉDICA.  

 

3.1 Introdução 

 

Uma previsão global até o ano de 2025 em relação ao mercado global de 

biomateriais em termos de receita foi estimado em $ 47, 5 bilhões. Esse crescimento 

de 6,0% de 2020 a 2025 é impulsionado principalmente por subsídios de órgãos 

governamentais em todo o mundo e pelo aumento de fundos para o avanço de novos 

biomateriais, aumentando a pesquisa em medicina regenerativa (Marketsandmarkets, 

2020). 

Os hidrogéis de polímeros naturais e seus derivados são empregados com 

frequência por apresentarem propriedades físico químicas e biológicas como: 

biodegradabilidade, bioadesividade, biocompatibilidade, atividade microbiana, 

ausência de toxicidade, entre outros (Arca; Senel, 2008; Ganji; Abdekhodaie; 

Ramazani S.A., 2007; Lee; Singla; Lee, 2001).  

Os polímeros naturais, a quitosana e o colágeno têm sido bastante utilizados 

no preparo de hidrogéis. A quitosana por apresentar baixa solubilidade em água e ser 

solúvel somente em soluções com pH levemente ácido, é comum combiná-la a outros 

biomateriais ou fazer modificações químicas nas cadeias da quitosana para obter 

novas propriedades.  

O colágeno tipo I apresenta propriedades similares àquelas encontradas nos 

tecidos. É um biomaterial de origem natural, tem a capacidade de formar fibras a partir 

de preparações solúveis, baixo índice de reações imunológicas e abundância na 

matriz extracelular (Chaudry et al., 1997). 

A quitosana e o colágeno são polímeros naturais com propriedades adequadas 

para fornecer uma estrutura de scaffold promissora no ramo médico, com 

propriedades funcionais e mecânicas. Vários pesquisadores utilizaram a combinação 

dos dois biomateriais para a obtenção 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 obtenção de um scaffold com propriedades mecânicas adequadas, faz-

se necessário o estabelecimento de ligações cruzadas no material. O uso do agente 
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reticulante carbodiimida foi utilizado para estabelecer interações eletrostáticas entre 

os grupos amino da quitosana e os grupos carboxila do colágeno, para estabilizar a 

estrutura do material e melhorar as propriedades mecânicas. 

Diante das características citadas acima, acredita-se que a combinação da 

vitamina B9 com sistemas poliméricos permita a obtenção de scaffolds bioativos com 

grande potencial para aplicações biomédicas. 

Neste sentido, este estudo tem como objetivo desenvolver um scaffold a base 

de colágeno e quitosana, com acréscimo de ácido fólico em concentrações diferentes 

para investigar a viabilidade do biomaterial para aplicação 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 colágeno hidrolisado, testando a incorporação do ácido 

fólico para avaliar os principais efeitos da matriz polimérica com células nervosas 

Neuro 2A. 

 

3.2.2 Objetivos específicos  

¶ Desenvolver os scaffolds de colágeno reforçado com quitosana com acréscimo 

de ácido fólico em diferentes concentrações por meio da reticulação com hidrocloreto 

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

¶ Caracterizar os scaffolds sintetizados quanto à sua composição química e 

morfologia; 

¶ Caracterizar os scaffolds obtidos a partir das técnicas de infravermelho e 

termogravimetria; 

¶ Caracterizar testes de intumescimento dos scaffolds em condições de pH e 

temperatura que simulem as condições fisiológicas para avaliar a estabilidade das 

amostras em meio fisiológico; 

¶ Caracterizar as alterações de pH, porosidade e densidade aparente dos 

scaffolds; 

¶ Caracterizar a degradação e a absorção de água nos scaffolds;  

¶ Caracterizar o perfil de liberação in vitro do ácido fólico nos scaffolds;  

¶ Caracterizar testes de potencial zeta e isoterma de adsorção e área superficial; 

¶ Determinar o índice hemolítico; 

¶ Caracterizar a citotoxicidade in vitro dos scaffolds em cultura celular de 

fibroblastos e em Neuro 2A; 

¶ Caracterizar a adesão, morfologia e proliferação em cultura celular de 

fibroblastos de camundongo (L929) e em Neuro 2A sobre os scaffolds; 

¶ Caracterizar o comportamento dos neurônios nos scaffolds. 

. 
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3.3  Revisão da literatura 

 

3.3.1 Scaffolds 

 

Os scaffolds também conhecidos como andaimes, suportes porosos, 

tridimensionais e mecânico podem ser utilizados para o cultivo de células. As células 

são inoculadas em meios de cultura adicionados de fatores de crescimento, tornando 

o ambiente possível para a proliferação tecidual e a regeneração de tecidos. Os 

suportes devem desempenhar as seguintes funções: servir como molde temporário 

para o crescimento, migração e diferenciação celular (Barbanti et al., 2005).  

Os suportes devem possuir propriedades como resistência mecânica 

compatível com o tipo de tecido e célula, formato e poros de tamanhos adequados, 

biocompatibilidade (Machado et al., 2006).  

Diversos biomateriais e técnicas de preparo são avaliados no espectro da 

engenharia de tecidos com a finalidade de se assemelhar ao ambiente extracelular. 

Um dos requisitos de grande importância nos scaffolds é a porosidade, com 

importante papel, responsável pelo transporte dentro da matriz, de nutrientes, 

metabólitos, proteínas, gases, vascularização geral e regeneração dos tecidos 

(Adekogbe; Ghanem, 2005).  

De acordo com os estudos científicos essa porosidade deve apresentar 

superioridade a 85% para serem aplicados na engenharia de tecidos e demanda de 

espaço para a entrada e proliferação de células nos scaffolds (Yang et al., 2010; Kuo; 

Lin, 2006; Mao et al., 2003).  

O direcionamento da diferenciação celular é baseado na manipulação das 

características do ambiente extracelular, bem como na determinação de fatores 

intrínsecos às células. Trabalho realizado por Levenberg et al. (2003) ao inocular 

células-tronco embrionárias humanas em scaffolds poliméricos compostos por poli 

(ácido lático-co-glicólico) (PLGA) e poli (ácido L-lático) (PLLA), concluíram que a 

diferenciação celular e a formação de estruturas tridimensionais não são apenas 

dirigidas por fatores de crescimento específicos, mas também podem ser 

influenciadas pelo tipo de suporte no qual são cultivadas. 

Mohan e Nair (2010) semearam CTMs sobre scaffolds de origem sintética 

(poli(álcool vinílico)- poli(caprolactona)) e de origem natural (gelatina-albumina) em 

meio específico para diferenciação condrogênica e verificaram que o scaffold sintético 
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resultaram na diferenciação e crescimento de células com adequada morfologia e 

secreção de componentes da matriz extracelular, enquanto que as células inoculadas 

no andaime natural manteve a morfologia fibroblastóide, característica das CTMs 

(Célula-Tronco Mesenquimais) não diferenciadas. Comprovando que as propriedades 

físico-químicas e a composição química dos scaffolds influenciam na diferenciação de 

células multipotentes. 

A impressão tridimensional (3D) também denominada de manufatura aditiva, 

vem ganhando avanços na biofabricação e proporcionado grandes inovações 

técnicas. A impressão de materiais como os scaffolds, componentes de suporte vêm 

sendo estudados para a construção de modelos de detecção e diagnóstico de 

doenças in vitro, no entendimento de mecanismos moleculares e na criação de tecidos 

e órgãos para a realização de transplantes. Os materiais são selecionados para uma 

melhor adesão, crescimento e diferenciação das células para serem biocompatíveis 

na construção 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 consideração são: 

biodegradabilidade, biocompatibilidade, não toxicidade, baixo custo e matéria-prima 

de preferência de fonte renovável (Hutmacher, 2000; Barbanti et al., 2005).  

Entre os materiais biocompatíveis para a fabricação de suportes teciduais, 

podemos exemplificar os metais, os biopolímeros (polímeros de origem natural), os 

polímeros de origem sintética e as biocerâmicas. Os critérios de escolha para o 

emprego na elaboração do andaime devem incluir o estudo das propriedades e 

características inerentes a cada material (Barbanti et al., 2005). 

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

características:  

(a) ausência de toxicidade, 

(b) permitir a sobrevivência, proliferação e migração neuronal,  

(c) favorecer a comunicação eletroquímica celular,  

(d) apresentar propriedades mecânicas semelhantes às do cérebro e,  

(e) ter a capacidade de liberar substâncias de forma controlada (Zhang; Zhou; Zhang, 

2013; Shafiee; Atala, 2017). 

Um dos requisitos de grande importância na construção de scaffolds a nível 

celular é apresentar biocompatibilidade e segurança para ser uma estrutura biológica 

funcional, permitindo a fixação, migração e proliferação celular.  A nível tecidual não 
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deve ser imunogênico para ser aceita pelo organismo, e não deve ser fibrogênico 

(Levengood; Zhang, 2014). 

Os materiais à base de polissacarídeos, proteínas e vitaminas apresentam uma 

variedade de grupos funcionais disponíveis que podem atuar como locais para a 

introdução de características químicas desejadas ao biomaterial que carrega extensa 

informação biológica. 

A escolha das proporções dos polímeros naturais para a síntese dos scaffolds 

foi baseada nos trabalhos de Tangsadthakun et al, (2006) que desenvolveram 

scaffolds contendo colágeno-quitosana com 30% de quitosana. As análises 

mostraram resultados favoráveis na proliferação de fibroblastos, células L929 onde 

essa proporção apresentou resultado promissor como um novo biomaterial para a 

engenharia de tecidos da pele.  

No trabalho de Kumar et al., (2019) sintetizaram scaffolds de colágeno e 

quitosana na proporção 7:3. As análises demostraram favoráveis para a aplicação na 

área biomédica por apresentar efeitos de forte interação dos polímeros com maior 

capacidade de inchamento, maior área superficial, permitindo a proliferação celular e 

enorme viabilidade celular. A adsorção de proteínas foi maior se comparados aos 

polímeros puros. 

O complexo colágeno-quitosana no presente estudo foi usado para imitar os 

componentes da matriz extracelular nativa. Os scaffolds foram preparados utilizando 

diferentes proporções de quitosana (Q) e colágeno (C). Concentrações diferentes de 

ácido fólico, vitamina B9 (AF) foram adicionadas aos scaffolds para estudar o 

comportamento dessa vitamina. 

De acordo com os estudos de Kang et al., (2019), o ácido fólico apresenta efeito 

na indução da proliferação, migração e secreção das células de Schwann. As 

concentrações testadas do ácido fólico foram de 10, 50 e 100 mg / L. No cultivo de 

células de Schwann com 100 mg / L de ácido fólico apresentaram melhores resultados 

na proliferação celular. Nos grupos de ácido fólico 10, 50 e 100 mg / L, a concentração 

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

 

3.3.2 Colágeno 
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O colágeno representa 60% das proteínas totais presentes no corpo humano, 

nos animais constitui 30% da matéria orgânica (Satish Kumar; Vijaya Ramu; Sampath 

Kumar, 2019).  

As células do tecido conjuntivo denominadas fibroblastos sintetizam o 

colágeno. São encontrados vários tipos de colágeno com diferentes formas e com 

designações a partir de números romanos que vão do I até ao XXIX. Sua estrutura 

apresenta um formato de tripla hélice (Figura 6), com três subunidades polipeptídicas 

conhecidas em comum como cadeias Ŭ, contendo em cada cadeia mais de mil 

aminoácidos. As cadeias polipeptídicas estão organizadas conjuntamente contendo 

aminoácidos como, alanina, hidroxiprolina, hidroxilisina, lisina e prolina (Satish Kumar; 

Vijaya Ramu; Sampath Kumar, 2019, Cristina, 2013, Parenteau-Bareil; Gauvin; 

Berthod, 2010).  

Os aminoácidos essenciais presentes no colágeno são a (metionina, tirosina e 

histidina) já os aminoácidos não-essenciais (glicina, prolina, hidroxiprolina, arginina e 

alanina) (Swan; Torley, 1991). 

A Figura 6 representa a tripla hélice do colágeno. 

 

Figura 6 - Colágeno com tripla hélice mostrando a ligação de hidrogénio e 

cadeias laterais radiais. 

 

 

Fonte: (Paul; Bailey, 2003) adaptado. 

 

Na musculatura esquelética dos animais são encontrados diversos tipos de 

colágeno como o: colágeno do tipo I, III, IV, V, VI, XII e XIV (conforme representado 

na Tabela 3). Em maiores proporções temos os tipos I e III (Deman, 1999; Olivo e 

Shimokomaki, 2001; Duarte, 2011; Prestes, 2013).  
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Tabela 3 - Classes, tipos e características de diferentes tipos de colágenos. 

Classe Tipo Características 

Colágenos formadores de 

fibrilas 

 

I Encontrado no tecido conjuntivo. Tipo 

mais abundante encontrado na pele, 

osso, ligamento e tendão. 

 II Colágeno da cartilagem, encontrado 

no disco intervertebral e humor vítreo. 

III Prevalente nos vasos sanguíneos, 

pele e intestino. 

V Associado com o colágeno tipo I no 

osso. 

 

 

Colágenos associados aos 

colágenos formadores de 

fibrilas com interrupções nas 

triplas hélices 

 

IX Apresenta três domínios de tripla 

hélice e três domínios não helicais. 

Coexiste com o colágeno tipo II na 

cartilagem e no humor vítreo. 

XII Associado com o colágeno tipo I nos 

ligamentos e tendões. 

XIV Associado com o colágeno tipo I na 

pele e nos tendões. 

 

 

 

Colágenos formadores de 

redes 

 

IV Encontrado na membrana basal. 

VIII Encontrado em muitos tecidos, 

especialmente no endotélio. 

X Colágeno com cadeia pequena, 

encontrado na cartilagem hipertrófica, 

com estrutura polimérica similar ao 

colágeno tipo VIII. 

Fonte: (Cunha, 2006) adaptado. 

 

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

sua importância na manutenção da resistência mecânica dos ossos e pela abundância 

(Shoulders; Raines, 2009).  
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O colágeno tipo I é uma proteína fibrilar estrutural mais utilizada como 

biomaterial pelas suas características físico químicas como sua estabilidade 

conformacional, na matriz extracelular é encontrado com abundância, capacidade de 

suportar a adesão, proliferação celular e alta similaridade da sequência de 

aminoácidos entre as diversas espécies (Campos, 2008).  

Os colágenos de origem animal, especialmente os bovinos e suínos, são os 

mais utilizados devido a sua abundância, capacidade de formar fibras em solução e 

baixo índice de reações imunológicas (Chaudry et al., 1997). 

A sequência primária do colágeno tipo 1 é formada pelas ligações peptídicas 

entre os aminoácidos (Glicina (Gly), Prolina (Pro) e Hidroxiprolina (Hyp)) conforme 

apresentado na (Figura 7a). Na unidade de repetição a Gly ocupa cerca de 65% das 

posições possuindo menor grupo lateral e permite que as cadeias se fecham formando 

a hélice (Friess, 1998). 

O tropocolágeno é a unidade básica do colágeno, formado por três cadeias 

polipeptídicas que se entrelaçam 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 está representada a estrutura química do colágeno do tipo I. 

 

Figura 7 - Estrutura química do colágeno do tipo I. (a) Sequência primária de 

aminoácidos (cadeia peptídica); (b) Enovelamento em tripla hélice; (c) Estrutura 

quaternária (Microfibrilas). 

 

Fonte: (Friess, 1988). 
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O colágeno possui baixa resistência mecânica, para melhorar essa 

propriedade, faz se necessário estabelecer ligações cruzadas no material, usando 

reagentes reticulantes como o glutaraldeído, diisocianato e carbodiimida, ou pela 

produção de compósitos, como, por exemplo com a quitosana. O compósito formado 

entre a quitosana e o colágeno é estabelecido por interações eletrostáticas entre os 

grupos amino da quitosana e os grupos carboxila do colágeno, estabilizando a 

estrutura do material e resultando em uma matriz com propriedades mecânicas 

adequadas para utilização como scaffolds (Parenteau-Bareil et al., 2011). 

O colágeno é um polímero natural utilizado como biomaterial devido suas 

propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade, bioatividade e 

antigenicidade. Estudos são realizados na utilização de colágeno na regeneração de 

tecidos (pele, implantes, tendões artificiais, implantes de córnea, regeneração de 

cartilagem e substitutos de ossos), formulação de cosméticos, encapsulamento de 

fármacos e na formação de filmes e revestimentos para alimentos. O uso de colágeno 

na formulação de hidrogéis para sistemas de liberação controlada de fármacos e 

compostos químicos (Kozlowska et al., 2015; Veeruraj et al., 2015; Boccafoschi et al., 

2005). 

Os biomateriais contendo misturas poliméricas têm sido amplamente utilizados 

nos ramos médico e farmacêutico. A miscibilidade nas misturas desses polímeros, 

ocorrem por interações intermoleculares como, por exemplo, interações do tipo Van 

der Waals, ligações de hidrogênio, iônicas e dipolo-dipolo (Sionkowska et al., 2004).  

A mistura de colágeno e quitosana aumenta a biocompatibilidade, melhora as 

funções dos biomateriais, podendo ser preparadas por eletrofiação, reticulação e 

liofilização (Taravel; Domard, 1993, 1995, 1996). 

Deng et al., (2010) estudaram a atuação da adição da quitosana nas 

propriedades físicas do colágeno, através de ensaios in vitro e in vivo para avaliar sua 

capacidade de diferenciação e angiogênese em células epiteliais. A adição da 

quitosana melhorou as propriedades físicas do hidrogel e aumentou a capacidade de 

diferenciação nas células endoteliais cultivadas.  

Diferentes estudos explicitam o sucesso de scaffolds utilizando o colágeno na 

engenharia de tecido ósseo (Pallela et al., 2011; Rodrigues et al., 2003); dentário 

(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 à base de colágeno e 
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implantaram em cães com defeitos periodontais. Os resultados mostraram viabilidade 

do uso do colágeno como matriz tridimensional para regeneração do tecido 

periodontal. No grupo experimental a formação de tecidos periodontais foi 

consideravelmente maior do que no controle. 

O colágeno possui alta massa molecular, no processo de hidrólise dessa 

molécula, leva a geração de fragmentos de menor peso molecular, conhecidos como 

peptídeos comercialmente chamado de colágeno hidrolisado. Os produtos gerados 

possuem propriedades e utilidades variáveis, diferentes daquelas observadas nas 

moléculas nativas. Na hidrólise do colágeno o polímero quebra suas pontes de 

hidrogênio, transformando em estruturas espirais ñaleat·riasò obtendo uma variedade 

de subunidades menores, com propriedades modificadas como, por exemplo: 

aumento da biodisponibilidade, menor viscosidade, baixo ponto isoelétrico, entre 

outros (Marson et al., 2020; León-López et al., 2019; Chen et al., 2014). 

 

3.3.3. Ácido fólico 

 

O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel fundamental para o crescimento, 

diferenciação e regeneração do sistema nervoso central (Iskandar et al., 2004). O 

ácido fólico atua na proliferação neuronal, na diferenciação das células estaminais 

neurais e na elongação 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 ácido fólico é uma vitamina do complexo B, a (B9) composta por uma 

molécula de ácido p-aminobenzóico (PABA), um anel pteridina e glutamato 

(monoglutamato) sendo hidrolítica, está representada na Figura 8 A. Essa vitamina, 

apresenta alta biodisponibilidade, sendo estável em diferentes condições de pH e 

temperatura. O ácido fólico é utilizado na fortificação de alimentos, nos fármacos e em 

suplementos (Sanderson et al.,2003). 

O ácido fólico é a forma sintética do folato encontrada em suplementos 

alimentares e alimentos fortificados. Folato (Figura 8 B) é um termo genérico usado 

para descrever a forma natural da vitamina B9 encontrada nos alimentos, 

principalmente em folhas verdes escuras, frutas cítricas e em feijões (Kim, 2007). 
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Figura 8 - Representação da estrutura química do ácido fólico (a) e folato presente 

naturalmente nos alimentos (b) (Adaptado de Kim, 2007). 

 

 

Fonte: (Kim, 2007) adaptado. 

 

O ácido fólico é um micronutriente que participa de diversas reações como: 

doação de grupamento metil no nosso organismo, conversão de homocisteína a 

metionina, duplicação celular (participa da síntese de purinas e timidilato) (OBEID; 

Holzgreve; Pietrzik, 2013).  

A adição de ácido fólico em suplementos ajuda a prevenir certas doenças do 

sistema nervoso central, como: defeitos do tubo neural; atrasos de desenvolvimento 

e doença de Alzheimer (Zammit et al., 2007; Ichi et al., 2012; Li et al., 2016).  

Durante a absorção celular são utilizados três sistemas de transporte, 

classificados como: transportador de folato acoplado a prótons (PCFT); transportador 

de folato reduzido 1 (RFC1) e os receptores de folato (FOLRs), também chamados de 

proteínas de ligação 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 absorção intestinal de folato é 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 relação aos FOLRs, são conhecidos como proteínas de 

ligação. Apresentam quatro genes em mamíferos: FOLR, FOLR1, 2 e 4, e através do 

terminal carboxi - âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) eles estão ligados à 

membrana plasmática (Kamen; Caston, 1986 ; Ratnam et al., 1989 ; Wang et 

al., 1992 ; Shen et al., 1994 ).  

No sistema fisiológico as células normais transportam folato por meio de duas 

proteínas associadas à membrana, o receptor de folato (RF), presente em macrófagos 

ativados e em células epiteliais, e o transportador de folato reduzido, presente em 

todas as células e responsável pela via de captação 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 

função, enquanto os receptores de folato são superexpressos nas células 

cancerígenas, o 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 nanopartículas poliméricas 

com ácido fólico contendo etopósido para avaliar a ação antitumoral. Os experimentos 

foram realizados em células Hela e L929.  A maior captação das nanopartículas 

ocorreu em células Hela do que em células fibroblásticas normais, indicando que a 

funcionalização direcionou para a linhagem tumoral. As nanopartículas 

funcionalizadas com ácido fólico têm potencial para serem utilizadas como 

promissoras para o direcionamento de fármacos em tumores (Kiliay et al., 2011; Zhang 

et al., 2016).  

Wu et al. (2010) desenvolveram carreadores lipídicos nanoestruturados 

funcionalizados com ácido fólico e polietilenoglicol encapsulados com paclitaxel para 

tratamento do câncer 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 inibição no tumor 

tratado com carreadores do que utilizando o paclitaxel livre, apontando uma melhora 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0125
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0126
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0026
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0099
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0038
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0086
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0116
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/dneu.22579?casa_token=yEAUtuE1Jr4AAAAA%3AnS1gKMy3jtIdW6Q6jZUIRuD0Sa5i6-2yH1rT8OqnVkphwKgfjKPjIntChLWOvhYhcc6JED_hmKMS57BVlA#dneu22579-bib-0095
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na atividade antitumoral pela utilização dos carreadores funcionalizados (Wu; Tang; 

Yin, 2010). 

Na Tabela 4, estão representados os importantes estudos realizados in vitro 

usando terapias regenerativas baseadas na Vitamina B9. 
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Tabela 4 - Estudos in vitro usando terapias regenerativas baseadas em Vitamina B9. 

Tecido Alvo  Composto  Método  Espécie  Linha celular  Resultados  Referência  

Regeneração 

musculoesqu

elética 

Ácido 

fólico 

Nanopartículas de 

hidroxiapatita 

carregadas com FA 

Humano 
MSCs 

humanos 

Superexpressão da 

atividade de ALP e do 

gene Runx2 (diferenciação 

osteogênica) 

(Santos et al., 

2016) 

Liberação de 

vancomicina de pontos 

quânticos de ácido 

fólico/ZnO selados em 

nanotubos de titânia 

Bactérias 
Staphylococcu

s aureus 

Prevenção de infecções 

bacterianas associadas a 

implantes de Ti 

(Xiang et al., 

2012) 

 

 

Doenças 

inflamatórias 

 

Ácido 

fólico ou 

folato 

Quitosana conjugada 

com FA para entrega 

de siRNA 

Roedor RAW 264,7 

Captação celular 

aprimorada e efeito 

silenciador de siRNAs 

(Yang; Gao; 

Kjems, 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

continuação 
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Ácido fólico livre Humano THP-1 O pré-tratamento com 

ácido fólico diminuiu a 

resposta inflamatória em 

macrófagos THP-1 

ativados por LPS 

 

 

(Samblas; 

Martínez; 

Milagro, 2018) 

 

FA/PEA/DNA/PECE 

hidrogel composto 
Roedor C26 e 293T 

Vetor potencial para 

entrega de genes 

(Yang et 

al., 2016) 

 

PEG- b -

PAA@SPION FA 

conjugado 

Roedor RAW 264,7 

Captação celular 

promovida em macrófagos 

ativados 

(Zhong et al., 

2014) 

 

Dendrímeros 

direcionados ao folato 
Roedor RAW 264,7 

Absorção celular mediada 

por FR promovida em 

macrófagos ativados 

(Poh; Putt, 

2017) 

 

Nanopartículas 

poliméricas 

conjugadas com 

fosfato de 

Roedor RAW 264,7 

Promove a captação 

celular em macrófagos 

ativados e inibe a 

produção de citocinas pró-

(Cao et al., 

2015) 
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dexametasona inflamatórias e NO 

Nanopartículas 

responsivas ao pH 

decoradas com 

peptídeo de 

penetração celular e 

folato 

Roedor RAW 264,7 

Absorção celular mediada 

por FR promovida em 

macrófagos ativados 

(Zhao et al., 

2018) 

 

Reparação 

do Sistema 

Nervoso 

Ácido 

fólico 

Condutos de 

orientação nervosa 

CUPE carregados com 

FA 

Roedor 

Rat Schwann 

e células Adh 

PC-12 

A FA induziu a liberação 

de NT-3, NT-4/5 e 

promoveu proliferação e 

migração de ambas as 

linhagens celulares e 

diferenciação de PC-12 

(Kim et al., 

2018) 

 

ácido fólico livre 

Roedor 

NSCs 

neonatais de 

Sprague-

Dawley 

Proliferação de NSCs 

promovida por um 

mecanismo dependente de 

dose e DNMT 

(Li et al., 2012) 

 

Roedor 
NSCs 

neonatais de 

Proliferação de NSCs 

promovida por regulação 

(Yu et al., 

2013) 
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Sprague-

Dawley 

epigenética da via 

PI3K/Akt/CREB 

 

Roedor 

NSCs 

neonatais de 

Sprague-

Dawley 

Promovido neural e 

diminui a diferenciação 

astrocítica em NSCs 

regulando DNMT 

(Luo et al., 

2013) 

 

Reparação 

dérmica 

Ácido 

fólico 

HKUST-1 modificado 

por FA 
Humano 

HEKs, HDFs e 

HUVECs 

FA reduziu a 

citotoxicidade enquanto 

aumentava a migração 

celular 

(Xiao et al., 

2018) 

 

Reparação 

do Sistema 

Cardiovascul

ar 

Ácido 

fólico 

hidrogel derivado de 

FA 
Roedor 

iPSCs de 

mouse 

Hidrogéis a 1% em peso 

promoveram proliferação 

celular e não afetaram a 

diferenciação de iPSCs em 

relação à linhagem 

cardíaca 

(Li et al., 2018) 
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3.3.4 Quitosana 

 

A quitosana é um polímero natural que auxilia na reconstrução dos 

componentes da matriz extracelular, usado em sistemas de liberação controlada de 

fármacos devido a sua biodegradabilidade. As enzimas do corpo humano conseguem 

degradar esse polímero (Rana et al., 2010). 

O biopolímero quitosana é um polissacarídeo derivado do processo de 

desacetilação da quitina, presente em exoesqueletos de crustáceos, de insetos, na 

parede celular de alguns fungos, leveduras (Wan et al., 2003) e nematódeos. 

A obtenção da quitosana ocorre pela desacetilação parcial da quitina em 

solução alcalina em diferentes extensões da reação onde chamamos por N-

desacetilação, obtendo o copolímero de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-

desoxi-D-glicose (DON et al., 2006). O copolímero é formado por unidades 

monoméricas de glicosamina (GlcN) e acetilglicosamina (GlcNAc), representados na 

Figura 9, pelas unidades x e y respectivamente (Silva et al., 2004). 

 

Figura 9 - Representação das diferenças entre as estruturas químicas de quitina e 

quitosana e formas abreviadas das unidades estruturais de glicosamina (GlcN) 

destacando apenas os sítios mais susceptíveis às reações de entrecruzamento. 

 

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

GlcN), determinam o grau de desacetilação (GD) do polímero (Santos,2004). 

 

Figura 10 - Representação estrutural da quitina e quitosana. 

 

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

 

A quitina é solúvel em grande parte dos solventes orgânicos, enquanto a 

quitosana é solúvel em soluções aquosas ácidas devido a presença dos grupos 

amino, devido a protonação do grupo funcional (-NH3 +) em solu­»es com pH Ò 6,0, e 

em meio aquoso são solvatados. Sendo classificado como polieletrólito catiônico 

(Dash et al., 2011). 

 

Figura 11 - Representação esquemática da solubilidade da quitina e derivados da 

quitosana. 
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Fonte: (Kumirska et al., 2011). 

 

A mucoadesão e a atividade antimicrobiana da quitosana estão relacionadas 

com a protonação. A mucoadesividade ocorre devido a interação eletrostática entre a 

quitosana protonada e a glicoproteína negativamente carregada do muco. A atividade 

antibacteriana e antifúngica ocorre devido a interação 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: atóxica, biocompatível, 

biodegradável, ter alta afinidade com moléculas da matriz extracelular, apresenta 

atividade antibacteriana, etc.  Por apresentar essas características, ela tem sido 

aplicada em diferentes campos tais como medicina, administração de medicamentos, 

fabricação de hidrogéis, no tratamento de água, adesivos, embalagem de alimentos, 

células de combustível e condicionador de superfície (Honarkar; Barikani, 2009). 

 

3.3.5 Agente reticulante  

 

O hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Figura 12) 

é um agente reticulante bastante eficiente nas reticulações de polissacarídeos e de 

proteínas, além disso, não é tóxico, quando comparado a outros reticulantes como 

glutaraldeído e o formaldeído (Tomihata, 1993). 

 

Figura 12 - Estrutura química do EDC 

 

Fonte: A autora, 2023 
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O 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida é um agente de reticulação 

sintético, capaz de formar ligações cruzadas estáveis com os biomateriais. Apresenta 

na sua estrutura química um grupo funcional constituído pela fórmula (RN=C=NR) 

podendo formar ligações covalentes entre proteínas (Singh et al., 2016).  

No processo de reticulação em um biopolímero podem ocorrer ligações 

cruzadas entre as cadeias poliméricas o que diminui a solubilidade em água. As 

propriedades inerentes ao material, são alteradas como a estabilidades mecânica, 

térmica e a taxa de degradação (Young et al., 2005).  

Os grupos carboxila livres presentes nos aminoácidos ácido glutâmico e 

aspártico presentes nas moléculas de proteínas favorecem a reação entre os dois 

compostos (Zeeman et al., 1999; Scheffel et al., 2014b; Scheffel et al., 2015a). 

O EDC é solúvel em água e em pH ácido, ativa grupos carboxila livres 

presentes em moléculas como as proteínas produzindo o O-acilisourea conforme 

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

 

Figura 13 - Representação do produto intermediário da reação cruzada entre a 

carbodiimida e o grupo carboxila. 

 

Fonte: (Nakajima; Ikada, 1995) adaptado. 

 

O O-acilisourea, intermediário formado na reação química da ligação cruzada 

pode reagir com uma cadeia proteica adjacente ou um grupo amino não proteico para 

formar uma ligação amida covalente estável, produzindo como subproduto final a ureia 

(Tomihata; Ikada, 1996; Bedran-Russo et al., 2010). 

O EDC é um intermediário para ocorrer as ligações amida entre os grupos 

amino, Ů-NH2 provenientes de um resíduo de lisina e grupos carboxílicos dos resíduos 

de ácido aspártico e ácido glutâmico das cadeias de uma proteína. Podendo formar 
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ligação éster entre grupos carboxílicos e grupos hidroxilas (Choi et al., 1999; Liang et 

al., 2004). 

 

Figura 14 - Reação da formação de amida entre grupos carboxílicos e grupos amino 

em meio aquoso na presença de EDC. 

 

 

Fonte: (Nakajima; Ikada, 1995) adaptado. 

 

Na presença (Figura 14), de grupo funcional ácido carboxílico a carbodiimida 

(1) sofre hidrólise e forma-se a uréia (2). Já com os grupos carboxílicos ionizados, a 

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

formará um carbocátion (4). Pela reação com a água, o carbocátion (4) poderá 

transformar-se num derivado de uréia (2). O grupo carboxílico ionizado pode produzir 

um anidrido carboxílico (8), enquanto que os grupos carboxílicos ciclizáveis, formam 
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uma amida (7) em presença de grupo amino. No caso de grupos carboxílicos não 

ciclizáveis, (4) reagirá com uma amina ou com uma molécula de água para produzir 

um grupo carboxilato (6) ou uma amida (7). Caso moléculas de amina reagir 

diretamente com o carbocátion (4) podem formar amida (7) sem a formação de 

anidrido. Se o meio estiver com excesso de EDC, a reação com o carbocátion (4) é 

capaz de formar como subproduto a n-aciluréia (5) (Nakajima; Ikada, 1995). 

Liang et al. (2004) em seus estudos, desenvolveram hidrogéis de gelatina 

reticulados com EDC e Genipin, verificaram que a carbodiimida pode formar ligações 

intramoleculares e ligações intermoleculares curtas entre moléculas de gelatina 

adjacentes conforme proposto pela Figura 15. 

 

Figura 15 - Representação do esquema ilustrativo do processo de reticulação 

intermediado pelo EDC. 

 

Fonte: (Liang et al., 2004) adaptado. 
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De acordo com o esquema da Figura 6, levando em consideração, o presente 

trabalho, o EDC pode reagir com grupos carboxílicos do colágeno para formar um 

derivado que reagirá com grupos amino livres da quitosana, formando ligações amida 

que são reticulações intramoleculares dentro da molécula do andaime. 

A Figura 16 é uma representação de um esquema de uma possível ligação 

covalente esperada entre as cadeias de quitosana e colágeno. 

 

Figura 16 - Representação ilustrativa do processo de reticulação mediado pelo EDC 

entre o colágeno e a quitosana. 

 

 

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

 

O agente reticulante carbodiimida pode formar reticulações intermoleculares de 

curto alcance entre as moléculas de colágeno, quitosana e ácido fólico. O 

polissacarídeo quitosana é uma base fraca com presença de grupos amina e hidroxila, 

podendo formar ligações de hidrogênio e iônica com a proteína colágeno e o ácido 
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fólico. A Figura 17 representa possíveis interações intermoleculares que podem 

ocorrer no andaime.   

 

Figura 17 - Representação ilustrativa de interações intermoleculares entre o 

colágeno, quitosana e o ácido fólico. 

 

Fonte: A autora, 2023. 

 

Os grupos de ácido carboxílico (ïCOOH) e amino (-NH2) do colágeno podem 

formar ligações de hidrogênio com -OH e -NH2 da quitosana. Além disso, a hidroxila 

(-OH) da hidroxiprolina, dos grupos laterais do colágeno, formam ligações de 

hidrogênio com os grupos ïOH e amina (ïNH2) da quitosana. A quitosana possui uma 

longa cadeia com um grande número de hidroxilas que se enrola em torno da tripla 

hélice do colágeno, 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) são oligossacarídeos obtidos da degradação enzimática 

do amido. São compostas de seis ou mais unidades de D-glicopiranose unidas por 

liga­»es Ŭ (1-4). As mais importantes CDs apresentando ocorrência natural são as 

ciclodextrinas que possuem seis unidades de glicose chamadas de Ŭ-ciclodextrina, 

sete de ɓ-ciclodextrina e oito monômeros de glicose de ɔ-ciclodextrina, 

respectivamente (Figura 18) (CrinI et al., 2018).  

Estas moléculas possuem um formato que se assemelha a um cone, devido as 

conformações das cadeias das unidades de glicose com uma cavidade de 7,9 Å de 

profundidade. Os diâmetros superior e inferior da cavidade das CDs são 4,7 e 5,3 Å 

para a Ŭ-CD, 6,0 e 6,5 ¡ para a ɓ-CD e 7,5 e 8,3 ¡ para a ɔ-CD conforme representado 

na Figura 18 (Venturi et al.,2008). 

 

Figura 18 - Estrutura e propriedades de Ŭ-, ɓ- e ɔ-CD (Venturi et al.,2008). 

 

Fonte: (Venturi et al.,2008). 

 

As ciclodextrinas independentemente do número de unidades de glicose 

possuem uma superfície externa hidrofílica com grupos hidroxilas e uma cavidade 

interna relativamente hidrofóbica. Devido a essas características as ciclodextrinas 

podem servir como hospedeiros na formação de complexos de inclusão com 
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diferentes moléculas hidrofóbicas (Lin et al., 2019; Liu et al., 2021; Uyanga et al., 

2020). 

A ɓ-ciclodextrina têm sido amplamente utilizadas para aumentar a taxa de 

dissolução de fármacos pouco solúveis em água (Gami et al., 2020). Vários trabalhos 

v°m estudando a incorpora­«o da ɓ-ciclodextrina em hidrogéis à base de 

polissacarídeos, como por exemplo, hidrogéis de celulose que podem carregar 

fármacos hidrofóbicos e exercer um efeito de liberação controlada, melhorar a 

resistência mecânica do hidrogel composto (Cui et al., 2021) e melhorar a propriedade 

de intumescimento (Gami et al., 2020). Ao redor da borda externa da ɓ-ciclodextrina 

os grupos hidroxila reativos (-OH) podem ser modificados por vários grupos funcionais 

para proporcionar ainda mais propriedades específicas (Wang et al., 2021).  

Nesse estudo, uma amostra de scaffold foi incorporado a ɓ ciclodextrina pelas 

suas características estruturais por apresentar ótima capacidade de formação de 

clatratos (cavidades onde são aprisionadas outras moléculas). 
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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. 

 

Fonte: A autora, 2022 

 

4.2 Materiais 

 

Para a síntese dos scaffolds e análises foram utilizados os seguintes materiais: 

¶ Ácido acético glacial; 

¶ Quitosana em pó de baixo peso molecular Lote: #STB69041 Sigma Aldrich 

¶ Colágeno Hidrolisado Tipo I Lote: 2837482 Fagron 

¶ Álcool etílico absoluto 99,3% ï Química Moderna Lote: 02203  

¶ Álcool etílico 95% Lote: BQ79935  

¶ 1 etil, 3,3 dimetilamino propil carbodiimida hydrocloride Sigma-Aldrich Lote: 

E7750 ï 5G 
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¶ Ácido Fólico INFINITY Lote: 20210101 

¶ Acetona P.A ACS Fmaia Lote: BQ79842 

¶ Ácido Clorídrico 37% P.A Lote: 006488 

¶ Cloreto de Potássio P.A Nuclear Lote: 09121611 

¶ Bicarbonato de Sódio Grupo Química Lote: 410272 

¶ Cloreto de Sódio P.A Neon Lote: 18714 

¶ Cloreto de Cálcio anidro Vetec Lote: 0805384 

¶ Fosfato de Potássio bibásico anidro PA Lote: 00373110 

¶ Tris-(hydroxymetil aminometano) Lote: 33742 

¶ Sulfato de Sódio anidro P.A/ACS Neon Lote: 54607 

¶ Cloreto de Magnésio hexahidratado Synth Lote: 201544 

 

4.3 Síntese dos scaffolds 

 

Para a preparação dos scaffolds foram utilizadas as seguintes soluções: 

1ª) Preparo da solução de quitosana: Adicionaram-se 2g de quitosana em 98 mL de 

água ultra pura e 2mL de ácido acético (98%). A mistura foi mantida em agitação 

magnética, em temperatura ambiente até completa dissolução.  

2ª) Preparo da solução de colágeno: Adicionaram 2g de colágeno em 100mL de água 

ultra pura a temperatura ambiente, sob agitação magnética para dissolução.  

Para o preparo dos scaffolds, as soluções de quitosana (2% m/v) e colágeno 

(2% m/v) foram misturadas na proporção volumétrica de 70/30 (Quitosana/Colágeno) 

e na proporção volumétrica de 70/30 (Colágeno/Quitosana) conforme representado 

na Figura 20.  

A essa mistura foi adicionada sob agitação, massas de ácido fólico as alíquotas 

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

 

Fonte: (Elaborado pela autora). 

 

Figura 20 - Representação esquemática da síntese dos scaffolds. 

 

Continua 
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Figura 20 - Representação esquemática da síntese dos scaffolds. 

 

Fonte: (Criado com o BioRender). 

 

Em um scaffold com proporção de Q:C (70:30) AF 10 mg, 20 mg de ɓ-

ciclodextrina foi incorporada a solução contendo 10 mg de ácido fólico em água a 

temperatura ambiente. Resumidamente, ɓ-CD e ácido fólico foram misturados em 

uma proporção de 20:10 em massa (mg), respectivamente. O ácido fólico foi pesado 

com precisão e dissolvido em §gua ultra pura, e a ɓ-CD foi dissolvida em água usando 

um banho-maria. Então, a solução de ácido fólico foi lentamente adicionada à solução 

de ɓ-CD. A solução obtida foi acrescentada a mistura de Quitosana: Colágeno (70:30).  

 

4.3.1 Congelamento e liofilização  

 

As soluções foram transferidas para tubos de Falcon de polipropileno, 

colocados em um freezer a uma temperatura de -20°C (48h). Após este período, os 

tubos Falcon contendo a mistura solidificada foram transferidas para um banho com 

nitrogênio líquido e secadas utilizando um liofilizador Savant Mdulyo D-Freeze Dryer, 

Thermo Electron Corp do Laboratório de Química Inorgânica do Departamento de 

Química da UFMG para a secagem dos scaffolds a -46 º C e 1,1mBar durante 3 dias. 

 

4.3.2 Reticulação 
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A reticulação química foi realizada utilizando a metodologia adaptada de Kim; 

Knowles; Kim, 2005).  As amostras, depois de retiradas do liofilizador foram colocadas 

em dessecador para chegar à temperatura ambiente e reticuladas. Para o processo 

de reticulação foram utilizadas 1% (m/v) dos scaffolds para cada 0,7% (m/v) de 

solução reticulante de 1 etil, 3,3 dimetilamino propil carbodiimida hidrocloreto diluído 

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

 

4.3.3 Tratamento de neutralização  

 

Os scaffolds após o tempo de reticulação foram completamente imersos em 

etanol absoluto durante 1h, seguida em etanol 70% (v/v) durante 1h e posteriormente 

lavados com água 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 liofilização (Figura 21). 

 

Figura 21 - Representação 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 Caracterização físico química dos scaffolds 

 

4.4.1 Análise microestrutural por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  
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A morfologia dos andaimes foi estudada por MEV. Para análise de MEV, os 

scaffolds liofilizados foram fixados no porta amostras com uma fita de carbono dupla 

face e recobertas com ouro para que não se desprendesse com o processo de 

metalização. As amostras foram metalizadas com ouro para possibilitar a condução 

do feixe de elétrons emitido pelo aparelho ao material. Este processo leva à ampliação 

da amostra em inúmeras vezes onde é possível visualizar a estrutura do material. 

As amostras foram analisadas no laboratório de Microscopia Eletrônica da PUC 

Minas utilizando o Microscópio eletrônico de varredura modelo JEOL It-300. 

 

4.4.2 Espectroscopia de absorção na região do infravermelho por transformada de 

Fourier (FT-IR) 

 

A espectroscopia de infravermelho foi realizada para investigar a composição 

dos scaffolds contendo quitosana, colágeno hidrolisado, ácido fólico reticulados com 

EDC. Os scaffolds foram caracterizados por meio de análise espectroscópica na 

região do infravermelho (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR). O 

equipamento utilizado foi o espectrofotômetro Perkin Elmer Spectrum GX, do 

Departamento de Química da UFMG. Os espectros foram obtidos a partir de pastilhas 

de KBr na região de 4000 a 400 cm-1 com 30 varreduras, resolução de 1cm-1, para 

identificação das ligações características das composições dos scaffolds. Os dados 

foram posteriormente gerados utilizando o programa OriginPro 7.0. 

Segundo Sabnis e Block (1997), para a determinação do grau de desacetilação 

da quitosana (GD) propôs um método, utilizando a razão das absorbâncias em 1655 

e 3450 cm-1 para calcular o GD conforme a Equação 1. 

 

ὋὈ ωχȟφχ  ςφȟτψφ 
 

                                              (Equação 1) 

 

Onde:  No espectro de infravermelho da quitosana obtemos a A1655 e A3450 nas 

frequências de 1655 e 3450 cm-1 que representam as absorções principais desse 

composto. 

 

4.4.3 Análise térmica 
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O estudo do comportamento térmico dos scaffolds liofilizados foram realizados 

por meio de análise termogravimétrica (TGA). A análise de TGA foi conduzida no 

equipamento analisador térmico TA Instrument (modelo SDT Q600) em atmosfera de 

nitrogênio com vazão 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 razão de 10°C por minuto até 750°C. As análises foram realizadas 

no Departamento de Química da UFMG e os dados obtidos foram analisados no 

programa OriginPro 7.0. 

 

4.4.4 Avaliação da capacidade de absorção de água 

 

A técnica de absorção de água é estabelecida como a água absorvida pelo gel 

quando um polímero altamente absorvente incha em solução, podendo ser água de 

troca iônica ou solução salina até atingir o equilíbrio. O método de medição geral, 

envolve a imersão da amostra em uma solução por um determinado período de tempo 

especificado a fim de medir o volume ou o peso, sendo calculado no final do teste a 

taxa de absorção conforme a seguinte equação (Osada et al., 2001):  

 

!!Ϸ  Ø ρππ                          (Equação 2) 

 

Onde: 

AA = Taxa de absorção de água (%); 

WW = Peso do material inchado; 

WD = Peso do material seco. 

 

A absorção de água dos scaffolds foi determinada pesando-se cerca de 10 mg 

dos scaffolds liofilizados, colocados com 2 g de água mill-Q em um tubo próprio e 

imediatamente, centrifugados na centrífuga eppendorf modelo 5425D durante 30 

minutos a 3000rpm. As amostras foram removidas e o excesso de água 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 não solubilizar as amostras e facilidade 

de penetração nos poros.  

Para as análises, uma massa de andaime conhecida (mi) foi adicionada em 

uma proveta contendo um volume conhecido de etanol (v1) e deixado em repouso até 

que ocorresse a imersão completa dos scaffolds para garantir que todos os seus poros 

sejam preenchidos completamente pelo solvente. O volume de etanol restante na 

proveta (v2) foi anotado. Após esse tempo os scaffolds foram retirados do etanol e 

pesados para registrar sua massa impregnada com o líquido (mf). Com os valores de 

mi, mf, v1 e v2 é possível calcular sua densidade aparente, conforme Equação 2 (Loh; 

Choong, 2013). 

 

”                                         (Equação 3) 

 

O volume dos poros (Vp) é dado pela Equação 3, sendo a densidade do etanol 

ɟ = 0,789 g.cm-3. 

ὺὴ
 

                                                   (Equação 4) 

 

Já a porosidade (e) é calculada pela Equação 4, descrita abaixo. 

 

‐                                                               (Equação 5) 

 

O resultado foi expresso como média ± Ὀὖ (desvio padrão) (ὲ = 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 solução tampão PBS pH 7,4 a 37°C sob agitação 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 razão de intumescimento foi calculada usando a seguinte fórmula: 

 

2ÁÚÞÏ ÄÅ )ÎÔÕÍÅÓÃÉÍÅÎÔÏ Ϸ  
  

 
 Ø ρππ       (Equação 6) 

 

4.4.7 Análise de perda de massa 

 

Os testes foram realizados segundo a metodologia adaptada de Gorgieva e 

Kolol (2012) e Ren et al. (2018). A biodegradação in vitro dos scaffolds foi estudada 

através do monitoramento da perda de massa em função do período de incubação a 

37°C sob agitação a 60 rpm em solução fisiológica PBS pH 7,4. 

Os tempos de incubação foram em 1, 2, 3, 4 e 6 dias, após este período as 

amostras foram retiradas das soluções e colocadas em papel de filtro por 1 segundo 

e depois pesados. 

A massa inicial das amostras secas, antes da imersão 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 diferença entre a massa final e a massa inicial de cada 

amostra.  

A perda de massa foi calculada usando a seguinte fórmula: 

 

0ÅÒÄÁ ÄÅ -ÁÓÓÁ Ϸ  
  

 
 Ø ρππ           (Equação 7) 

 

4.4.8 Estudo da Liberação controlada do Ácido Fólico 

 

 Para o teste de liberação do ácido fólico foram pesadas amostras dos scaffolds 

liofilizados em triplicata e colocados em solução 2mL de tampão PBS pH 7,4 a 37°C 

sob agitação 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 absorbância no 

comprimento de onda de 282nm. O espectrofotômetro de absorção molecular utilizado 

foi o de UV-visível (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®). Após cada tempo do 

experimento o meio PBS foi trocado. 
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Para a determinação das concentrações de ácido fólico, foi feita uma curva de 

calibração com concentrações conhecidas, usando como branco a solução de PBS 

pH 7,4. 

 

4.4.9 Medida de pH 

 

Para a realização da medição 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 após cada 24h por 4 dias, usando pHmetro (MS TECNOPON, 

mPA-210, Brasil). O FCA foi substituído diariamente após 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 ISO/FDIS 23317:2007 (ñISO/FDIS 23317 - Implants for surgery ð 

In vitro evaluation for apatite-forming ability of implant materials, 2007). A sequência 

de adição e da quantidade dos reagentes utilizados na preparação do SBF estão 

representadas abaixo e essas composições são semelhantes à encontrada no plasma 

sanguíneo: 

¶ Cloreto de Sódio (NaCl) massa = 8,035g 

¶ Bicarbonato de Sódio (NaHCO3) massa = 0,355g 

¶ Cloreto de Potássio (KCl) massa = 0,225g 

¶ Hidrogenofosfato dipotássio trihidratado (K2HPO4.3H2O) massa = 

0,231g 

¶ Cloreto de Magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O) massa = 0,311g 

¶ Ácido Clorídrico 1 mol/L volume= 39 mL 

¶ Cloreto de Cálcio (CaCl2) massa = 0,292g 

¶ Sulfato de Sódio (Na2SO4) massa = 0,072g 

¶ Tris-hidroximetil aminometano (HOCH2)3CNH2) massa = 6,118g 

 

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

água ultra pura. O pH final ajustado para 7,4. 
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O FCA também chamado por SBF (Simulated Body Fluid) é uma solução 

acelular similar ao plasma humano, contém as mesmas espécies iônicas em 

concentrações iguais ou muito semelhantes ao encontrado no plasma sanguíneo 

humano (Kokubo; Takadama, 2006). 

Na Tabela 6 são mostradas as concentrações de íons do SBF. 

 

Tabela 6 - Concentração iônica no SBF em comparação com o plasma sanguíneo 

humano. 

 

Fonte: (Kokubo; Takadama, 2006). 

 

4.4.10 Medida do Potencial Zeta  

 

Medidas do potencial Zeta foram feitas para conhecer a carga sobre a 

superfície das partículas e para avaliar a estabilidade do espalhamento das 

dispersões 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 soluções base dos scaffolds e colocadas em cubetas para 

medições 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 três 

medidas. 

Para medir a estabilidade de soluções poliméricas o Potencial Zeta é um 

indicador chave. O potencial Zeta indica o grau de repulsão eletrostática entre 

partículas adjacentes, igualmente carregadas em uma mistura.  

Um potencial Zeta elevado confere estabilidade a uma dispersão (Tabela 7), ou 

seja, a é mais resistente à agregação. Quando o potencial é baixo, a dispersão pode 

quebrar e ocorrer a coagulação ou floculação (Hanaor et al., 2012; Greenwood; 

Kendall, 1999).  
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Tabela 7 - Estabilidade de soluções poliméricas em função do Potencial Zeta. 

 

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

 

4.4.11 Isoterma de adsorção e área superficial 

 

Para o ensaio de isoterma os scaffolds passaram pela desgaseificação durante 

4 horas a uma temperatura de 55°C. As análises foram realizadas no equipamento 

Quantachrome AutosorblQ2 equipament, do Departamento de Química da UFMG. A 

técnica de adsorção de nitrogênio sobre a superfície dos materiais é bastante utilizada 

para determinação da porosidade, distribuição de poros e área de superfície. A técnica 

de fisissorção de nitrogênio a 77K foi utilizada para obter os valores da distribuição do 

diâmetro dos poros. A área superficial específica foi calculada através da aplicação 

da equação derivada por Brunauer, Emmett e Teller (BET). O diâmetro médio e o 

volume de poros nas etapas de adsorção e dessorção foram calculados com base no 

método de Barrett, Joyner e Halenda (BJH), adotando uma faixa de pressão relativa 

(p/p0) entre 0,03 a 1,0.  

O formato das isotermas, depende das características porosas do material e do 

comportamento da quantidade de gás adsorvida contra o valor de P/P0. Segundo a 

recomendação mais recente da IUPAC (União Internacional de Química Pura e 

Aplicada), de 2015, as isotermas podem ser classificadas em 6 tipos (Thommes et al., 

2015). 

A figura 22 mostra os padrões de isotermas classificados pela IUPAC. 
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Figura 22 - Classificação das isotermas de acordo com a IUPAC como padrões de 

isotermas de adsorção gasosa por superfícies sólidas. 

 

Fonte: (Thommes et al., 2015). 

 

4.5 Caracterização biológica in vitro dos scaffolds 

 

4.5.1 Preparo e esterilização das amostras 

 

Para estudar o comportamento dos scaffolds, os testes de citotoxicidade in 

vitro, crescimento, adesão e proliferação das células, os scaffolds foram preparados 

sob condições estéreis, em fluxo laminar. Em todos os testes, os scaffolds foram 

previamente expostos à radiação de luz ultra violeta (UV) (254 nm Light Electronics) 

por 1h, a uma distância de 10 cm da fonte de radiação nos dois lados. Para o preparo 

das soluções precursoras foram utilizados água ultrapura do Sistema Milli-Q® estéril 

para obtenção das formulações 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 antibiótico/antimicótico (Penicilina 10.000 unidades. mL-1/ estreptomicina 

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

o 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 realização do teste.  

 

Figura 23 - Representação do diagrama esquemático do ensaio MTT. 

 

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 não suplementado, e incubados por 24, 

48 e 72 horas a 37 ºC. Após cada período de tempo, foram retiradas alíquotas de 1mL 

e colocados em microtubos tipo eppendorf limpo, seco e esterilizado. 

Com uma contagem de confluência 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 poços com concentração em torno de 6x103 
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células/poço, cada placa foi incubada por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Após esse 

período, foram adicionados os extratos dos eluatos, em quintuplicada na placa de 96 

poços e incubados durante 24 h. Após o período de incubação, as placas foram 

lavadas duas vezes com solução de PBS estéril, o 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-difeniltetrazólio), com uma concentração 5 mg. mL-1, 

dissolvido em PBS. No acréscimo do reagente MTT as placas foram protegidas da luz 

devido à fotossensibilidade do composto. Depois de 4 horas de incubação à 37 ºC, 

5% de CO2, para formação dos cristais azuis de formazam, foi adicionado 50 mL de 

solução detergente de dodecilsulfato de sódio (SDS). Para comparação, o grupo 

controle foi utilizado com células sem acréscimo de extratos do eluatos. As placas 

permaneceram em agitação durante 15 minutos, após o período, foram realizadas as 

leituras em espectrofotômetro de UV-visível (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®) 

no comprimento de onda de 570 nm.  

Os valores obtidos foram expressos como porcentagem de células viáveis de 

acordo com a Equação 8. 

 

6ÉÁÂÉÌÉÄÁÄÅ ÃÅÌÕÌÁÒ Ϸ  
Ý  ï      

Ý  
 Ø ρππ          (Equação 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 possível citotoxicidade em linhas de 

neuroblastos do cérebro de camundongo (Neuro-2A). O meio utilizado para a cultura 

de células, tanto durante a manutenção como nas experiências, foi DMEM (Sigma) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100 ɛg/mL de estreptomicina 

(Gibco) e 100 U/mL de penicilina (Gibco). Para as culturas e experiências que 

ocorreram especificamente com células Neuro-2A, foram também adicionados 2 ɛmL 

de L-glutamina. As culturas foram mantidas numa incubadora de células a 37ºC e 

numa atmosfera com 5% de CO2. 

Cada amostra de hidrogel liofilizado (100mg) foi submersa em 10 mL de meio 

DMEM suplementado estéril (já mencionado) e incubada a 37ºC sob rotação orbital 

de 25rpm por 72h. Após este período, o meio foi separado do hidrogel em alíquotas 

para utilização nas experiências. Para as experiências, as células foram colocadas 
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em placas de 96 poços com 1 x 104 células por poço. Os tratamentos foram efetuados 

24 horas mais tarde, quando os meios de cultura celular foram substituídos pelas 

amostras de ensaio nas diferentes diluições acima mencionadas. Após 24h, os meios 

expostos ao hidrogel (amostras de teste) foram trocados por meios suplementados 

com 10% de brometo de metiltiazolildifenil-tetrazólio (MTT) a 5mg/mL e, em seguida, 

as células foram novamente colocadas na incubadora. Após 3 horas de incubação, o 

meio foi substituído por 100 µL de DMSO (ACS Científica) e a placa foi colocada num 

agitador orbital durante 10 min para diluição dos cristais de formazan gerados pelas 

células viáveis. A absorbância foi lida a 570nm num espectrofotômetro (Epoch, BioTek 

Instruments) e a viabilidade celular foi representada como uma percentagem relativa 

ao controlo. Os gráficos foram gerados utilizando o software GraphPad Prism 6.0. As 

experiências foram realizadas de acordo com Mosmann (1983) e com base nas 

diretrizes da norma ISO 10993-5 (2009) e do protocolo ECVAM n.º 17. De acordo com 

a norma ISO 10993-5 (2009), deve haver uma redução da viabilidade celular superior 

a 30% para que uma amostra seja considerada citotóxica. 

Para encontrar a porcentagem de células viáveis, foi considerado o grupo 

controle com 100% de viabilidade. 

Para a avaliação 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 não citotoxicidade e, os graus 2, 3, 4 e 

5 representam diferentes níveis de citotoxicidade (Xiao et al., 2018). 

¶ Grau 0: Viabilidade celular Ó 100%; 

¶ Grau 1: 75% Ò Viabilidade celular Ò 99%; 

¶ Grau 2: 50% Ò Viabilidade celular Ò 75%; 

¶ Grau 3: 25% Ò Viabilidade celular Ò 49%; 

¶ Grau 4: 1% Ò Viabilidade celular Ò 25%; 

¶ Grau 5: Viabilidade celular = 0. 

  O teste colorimétrico MTT (brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-

difeniltetrazólio), determina a viabilidade celular por meio da atividade da enzima 

redutase mitocondrial em células vivas.  

 

4.5.4 Teste de adesão e morfologia 
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A adesão 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/v de 

penicilina/estreptomicina. Para a cultura 3D, os scaffolds foram cortados com bisturi 

em espessura de 0,3 a 0,5 mm, comportados em poços de placas de 24 poços 

(diâmetro 16 mm) e esterilizados sob radiação ultravioleta UV por 30 minutos. 

Subsequentemente, foram revestidos com fibronectina por 2 h. Após esse tempo, 

1x105 células foram semeadas em cada scaffold, em um volume baixo de 150 µL, para 

permitir que as células se aderissem ao biomaterial e não no fundo da placa. Após 3 

h, o poço teve seu volume completado para 500 µL. O meio de cultura foi substituído 

a cada dois dias. Para os ensaios de adesão, as células foram semeadas nos scaffolds 

e, após 24h, os sobrenadantes foram cuidadosamente coletados e transferidos para 

um novo tubo. O poço foi cuidadosamente lavado com PBS, que também foi 

transferido para o mesmo tubo contendo o sobrenadante, a fim de coletar o máximo 

de células possível. Tubos contendo sobrenadante de poço e PBS lavado de cada 

poço individual foram centrifugados a 400 rpm por 7 minutos, e cada pellet foi 

ressuspenso em 50 ɛL de meio de cultura fresco. As células foram contadas usando 

uma câmara de Neubauer. 

A eficiência de adesão foi então calculada como: 

 

%ÆÉÃÉÅÎÃÉÁ ÄÅ ÁÄÅÓÞÏ 
ï    ï   

ï   
   (Equação 9) 

 

A morfologia celular foi acessada por marcação fluorescente para a 

visualização do citoesqueleto de actina. Para isso, os scaffolds ou lamínulas contendo 

as células foram lavados duas vezes com PBS e então fixados com paraformaldeído 

4% à temperatura ambiente por 20 minutos. As amostras foram então lavadas com 

PBS, permeabilizadas com Triton-X100 0,5% por 15 minutos à temperatura ambiente, 

lavadas novamente com PBS e incubadas com Alexa Fluor 546 faloidina (Thermo) 

1:400 em PBS por 30 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBS e os núcleos celulares foram corados com 4',6'-diamino-2-fenil-indol 

(DAPI) diluído a 1:1.000 em PBS por 1 min à temperatura ambiente. As amostras nos 

scaffolds foram primeiro colocadas sobre lamínulas antes de todas as amostras serem 

montadas e visualizadas em um microscópio confocal Zeiss LSM 880 do Centro de 
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Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG. Vídeos tridimensionais 

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

 

4.5.5 Teste de Proliferação  

 

O teste de proliferação 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 diâmetro x 2 

mm de altura) dos scaffolds desenvolvidos foram desinfectados com radiação 

ultravioleta por 1 h. Após, cada amostra foi colocada individualmente nos poços das 

placas de cultura de 24 poços, em quadruplicata, e sobre cada amostra foram 

adicionadas 400ɛL do meio de cultura DMEM low glucose suplementado com 20% de 

soro fetal bovino e antibióticos (0.1 mg/mL-1 estreptomicina e 100 U/mL-1 penicillina). 

As placas foram incubadas a 37°C, 5% de CO2 por 2 horas. Após, o meio foi retirado 

e 200ɛL de meio foram adicionados em cada po­o e as placas foram incubadas por 

24h, 48h e 72h, a 5% de CO2. Após o período de incubação, as placas foram lavadas 

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

sem vermelho de fenol acrescido do 10 ɛl de reagente de MTT, com uma 

concentração 5 mg. mL-1, dissolvido em PBS. As placas foram protegidas da luz 

devido à fotossensibilidade do MTT. Depois de 4 horas de incubação à 37 ºC, 5% de 

CO2, para forma­«o dos cristais azuis de formazam, foi adicionado 50 ɛl de solu­«o 

detergente de dodecilsulfato de sódio (SDS). Ao completar 15 minutos em agitação, 

foram realizadas as leituras em espectrofotômetro de UV-visível (Thermo Scientific 

Multiscan Spectrum®) no comprimento de onda de 570 nm.  O gráfico de proliferação 

celular foi traçado, 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 Hemólise 

 

Para a avaliação da hemólise, 10mg das amostras dos scaffolds foram 

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

coletado foi misturado com solução de anticoagulante na razão de 19 mL de 
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anticoagulante para 30 mL de sangue. A Tabela 8 mostra a composição do 

anticoagulante utilizado. 

 

Tabela 8 - Composição do anticoagulante. 

 

Fonte: (Paranhos, 2007). 

 

As amostras dos scaffolds foram inchadas em solução salina (0,9% p/v NaCl) 

a 30 °C por 24 horas. Em seguida foram transferidas para placa de 96 poços. Com o 

auxílio de uma pipeta automática foram adicionados 0,20 mL de sangue na superfície 

da amostra. Após o tempo de 20 minutos foram adicionados 3,0 mL de solução salina 

para interromper a hemólise. Controles negativo e positivo foram obtidos através da 

adição de 0,20 mL de sangue em 3,0 mL de solução salina e água deionizada, 

respectivamente. Em seguida foram retiradas alíquotas de 1,0 mL do sobrenadante e 

analisada em espectrofotômetro de UV-vis no comprimento de onda a 545 nm 

(Paranhos, 2007).  

O índice hemolítico foi determinado através da Equação 9 e os resultados foram 

classificados de acordo com a Tabela 9. 

 

Ϸ  (ÅÍĕÌÉÓÅ
Ȣ    Ȣ    

Ȣ      Ȣ   
    (Equação 10) 

 

onde Abs. são as absorbâncias obtidas pela amostra, o controle negativo e o controle 

positivo, respectivamente. 
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Tabela 9 - Classificação dos materiais conforme o índice hemolítico. 

 

Fonte: (Elaborado pela autora). 

 

4.5.7 Teste com neurônios 

 

As amostras utilizadas foram preparadas dentro de placas de 24 poços, o que 

fez com que seu diâmetro original fosse compatível com o diâmetro 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 poços, onde permaneceram até o uso. Essa 

placa passou por irradiação ultravioleta dentro do fluxo laminar por 20 minutos para 

esterilização. Quando as amostras eram retiradas do armazenamento e colocadas 

nas placas finais de seus experimentos, uma nova sessão de irradiação ultravioleta 

de 10 minutos, anterior ao procedimento de coating, era realizada para assegurar 

esterilidade. Em uma placa de 24 poços foi selecionado os discos previamente 

cortados e dispostos em poços individuais de acordo com a configuração do 

experimento, onde passavam pela sessão final de irradiação ultravioleta descrita na 

etapa anterior. O procedimento de coating foi adaptado para que toda a superfície das 

amostras fosse submersa e tratada. As amostras que não passaram pelo coating em 

determinado experimento eram submersas em PBS 1x enquanto as demais passavam 

pelo procedimento. Estas permaneciam submersas até o momento de adição do meio 

de cultura, momento em que as intervenções voltavam a ser iguais em todos os poços. 

Para as amostras que passaram por coating, primeiramente eram adicionados 500 ɛL 

de Poli-L-Ornitina  

(PLO) (1:100-10ɛg/mL) em cada po­o tratado. A solu­«o era pipetada diretamente 

sobre os scaffolds de forma a assegurar penetrabilidade em todo o material. A placa 

era então mantida em fluxo laminar por 4 horas. Após esse período, o volume de PLO 

era removido e os poços eram lavados duas vezes com H2O estéril, novamente 
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pipetando diretamente sobre o scaffold para assegurar que a lavagem fosse eficaz 

nas partes mais profundas do material. Com as lavagens conclu²das, 500 ɛL de 

Laminina (1:1000 - 1ɛg/mL) eram pipetados em cada po­o e a placa era colocada em 

incubadora a 37°C por 12-16 horas (overnight). Após o tempo de incubação, a 

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

gelado. Por fim, 400 ɛL de meio de cultura eram colocados em cada po­o em 

antecipação às células. Os eventuais poços vazios eram preenchidos com 500 ɛL de 

PBS 1x para minimizar a perda de meio por evaporação e a placa era mantida em 

incubadora a 37°C até o momento de plaqueamento das células. Cada poço, incluindo 

os controles que não continham os scaffolds, foram plaqueados com 250 mil neurônios 

corticais primários. Após 4 horas do plaqueamento, o vetor viral AAG-EGFP foi 

aplicado com carga de 2 x 107. Durante uma semana, os poços tiveram seus meios 

de cultura trocados a cada dois dias, sendo retirados 200 ɛL e inseridos 300 ɛL. Ao 

longo deste período, as células eram analisadas ao microscópio para verificar sua 

qualidade e viabilidade bem como o sucesso da expressão de EGFP. Ao fim do 

período de 7 dias, a placa com as células ainda vivas foi levada para o microscópio 

em que as imagens seriam obtidas. As imagens foram obtidas utilizando o microscópio 

confocal do centro de aquisição e processamento de imagens (CAPI), modelo 

LSM880. Para cada poço, um z-stack foi feito de forma a mostrar o máximo possível 

do material analisado. Os aumentos utilizados foram 10x e 20x. Para visualização dos 

neurônios e seus neuritos, o comprimento de onda 408 nanômetros, compatível com 

EGFP, foi utilizado. Para visualização do material, o comprimento de onda 405 

nanômetros foi utilizado. Uma vez obtidas, as imagens foram reconstruídas em 3D 

através do software zen blue e novas imagens ortogonais aos eixos X, Y e Z foram 

processadas. Além disso, regiões com propriedades particulares também foram foco 

de novas imagens para análise qualitativa. 

  

4.6 Análise estatística 

 

Todos os experimentos quantitativos foram repetidos em triplicata (n = 3) com 

exceção do teste de viabilidade celular em quadruplicata (n = 4) e 2 experimentos 

independentes (réplicas biológicas) foram realizados. Todos os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão. Antes das comparações estatísticas, a 
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normalidade (distribuição gaussiana) dos dados foi testada por meio da análise 

estatística usando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste de 

homogeneidade de variâncias Levene.  A análise de ANOVA foi utilizada para avaliar 

a comparação entre os grupos para a viabilidade celular, a proliferação celular e 

adesão. O pós-teste de Bonferroni para comparações múltiplas foi utilizado para 

analisar diferenças significativas entre pares de grupos. As diferenças foram 

consideradas significativas em p < 0,05 avaliado pelo software Jamovi project (2024). 

jamovi. (Version 2.6). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Caracterização dos scaffolds 

 

5.1.1 Análise microestrutural dos scaffolds 

 

A morfologia dos scaffolds é uma das propriedades mais importantes para 

aplicação na engenharia de tecidos. Com finalidade de assegurar a adesão celular e 

a difusão 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 irá ser reparado é preciso existir um intervalo 

de tamanhos de poros crítico para cada scaffold, podendo ter variações de tamanho 

(Oôbrien, 2011). 

Um dos requisitos básicos para a fixação e crescimento de um novo tecido em 

um biomaterial é 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 úteis para predizer a possível migração de células para os scaffolds. 

As imagens de MEV (Fig. 24) permitem avaliar a estrutura e porosidade dos 

scaffolds. Nota-se que todas as formulações apresentam uma estrutura porosa, o que 

pode fornecer uma área superficial adicional para o crescimento de células.  

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

proporção de Quitosana/Colágeno (70:30). 

 

Figura 24 - Micrografias dos scaffolds no microscópio eletrônico de varredura MEV 

(200X). A) QC Puro; B) QC AF 5mg; C) QC AF 10mg; D) QC AF 10mg (com ɓ-

ciclodextrina); E) QC AF 15mg e F) QC AF 20mg com escala de 100ɛm. 
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Micrografias dos scaffolds obtidas no microscópio eletrônico de varredura, JEOL It-300, para análise 
da morfologia de superfície 

(Q:C Puro; Q:C AF 5mg; QC AF 10mg; Q:C AF 10mg (com ɓ-ciclodextrina); Q:C AF 15mg 
e Q:C AF 20mg) 

 Barra de escala 100 ɛm. 

Fonte: Microscopia Eletrônica da PUC Minas 
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As imagens apresentam uma superfície com alta porosidade e com indícios de 

interconexões entre si. As imagens obtidas pela análise no MEV (Figura 24) permitem 

avaliar a estrutura e porosidade dos scaffolds. Observa-se que todas as formulações 

apresentam uma estrutura porosa, o que pode fornecer uma área superficial adicional 

para o crescimento de células. Os scaffolds apresentaram poros predominantemente 

abertos e ovais.  

Para emprego na regeneração de tecidos, um material adequado deve exibir 

uma estrutura porosa que possibilite uma boa circulação de nutrientes, de células e 

remoção de resíduos metabólicos (Camarero-Espinosa et al., 2016; Tamaddon et al., 

2017). 

Como o objetivo deste trabalho é a produção de scaffolds que possam servir 

como matrizes temporárias que criarão um microambiente favorável para 

diferenciação e crescimento de células. A presença de poros menores garantirá a 

passagem de nutrientes enquanto os poros maiores servirão como suporte para o 

crescimento de células, sendo favorável a ampla distribuição desses poros. 

A Figura 25 mostra as micrografias de MEV dos scaffolds sintetizados na 

proporção de Colágeno/Quitosana (70:30) após a liofilização. Podemos observar que 

a estrutura das matrizes mudou com a adição do ácido fólico.  

 

Figura 25 - Micrografias dos scaffolds no microscópio eletrônico de varredura MEV 

(200X). A) CQ Puro; B) CQ AF 5mg; C) CQ AF 10mg; D) CQ AF 15mg; E) CQ AF 

20mg com escala de 100ɛm.
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Micrografias dos scaffolds obtidas no microscópio eletrônico de varredura, JEOL It-300, para análise 
da morfologia de superfície 

(C:Q Puro; QC AF 5mg; C:Q AF 10mg; C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg) 
 Barra de escala 100 ɛm. 

Fonte: Microscopia Eletrônica da PUC Minas 
 

As formulações contendo quitosana em maior proporção (Figura 26) 

apresentaram estrutura porosa, e com indícios de interconexões entre si. A 

distribuição dos poros abertos e interconectados é visível, apresentado estruturas 

homogêneas com poros em formatos esféricos. Enquanto as formulações com 

colágeno em maior proporção (Figura 24) exibiram uma estrutura composta pelas 

fibras de colágeno intercaladas pela matriz porosa da quitosana.  

Pelas imagens é possível observar que a estrutura das matrizes mudou com a 

adição de ácido fólico. Aumentando a proporção de colágeno no composto, podemos 

observar uma quantidade de estrutura composta por fibras de colágeno intercaladas 

na matriz porosa da quitosana, podendo ser observados a presença de estruturas 

fibrilares e diminuição da quantidade de poros. Os grupos protonados da quitosana 

interagem com os grupos desprotonados do colágeno, levando as interações 
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intermoleculares como as ligações eletrostáticas e de hidrogênio formadas através da 

estabilização das fibras de colágeno (Fernandes et al., 2011; Sionkowska et al., 2004). 

A adição de ácido fólico provocou mudanças significativas na estrutura dos 

scaffolds conforme representado na Figura 26 com escala de 500ɛm e 50X. 

 

Figura 26 - Micrografias dos scaffolds no microscópio eletrônico de varredura MEV 

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

20mg com escala de 500ɛm. 

 

 

 

Micrografias dos scaffolds obtidas no microscópio eletrônico de varredura, JEOL It-300, para análise 
da morfologia de superfície 

(C:Q Puro; QC AF 5mg; C:Q AF 10mg; C:Q AF 15mg e C:Q AF 20mg) 
 Barra de escala 500 ɛm. 

Fonte: Microscopia Eletrônica da PUC Minas 
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Nos scaffolds a base de colágeno em maior proporção, foi observado uma 

heterogeneidade na estrutura porosa e nos tamanhos dos poros na superfície. A 

estrutura interior apresenta-se mais homogênea e com poucos poros definidos e 

pequenos. As fibras de colágeno interconectadas com a matriz da quitosana é um 

fator determinante para garantir o transporte dos fluidos e a penetração das células 

podendo interferir na passagem das células e nutrientes (Davidenko et al. 2010). 

A Figura 27 com escala de 500 ɛm são mostradas as imagens de MEV da 

amostra Q:C 70:30, onde podemos observar a existência de numerosos poros 

presentes na formulação. Os poros são relativamente esferoidais, não apresentando 

um determinado sentido de orientação, distribuídas de maneira homogênea no 

material. Na amostra com QC AF 20mg podemos reparar uma maior quantidade. 

 

Figura 2 7 - Micrografias dos scaffolds no microscópio eletrônico 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) QC AF 20mg com escala de 500ɛm. 

 

 



83 

___________________________________________________________ 
 

 

Micrografias dos scaffolds obtidas no microscópio eletrônico de varredura, JEOL It-300, para análise 
da morfologia de superfície 

(Q:C Puro; Q:C AF 5mg; QC AF 10mg; Q:C AF 10mg (com ɓ-ciclodextrina); Q:C AF 15mg 
e Q:C AF 20mg) 

 Barra de escala 500 ɛm. 

Fonte: Microscopia Eletrônica da PUC Minas 
 

Uma estrutura altamente porosa e com os poros interligados são alguns dos 

requisitos básicos para a fixação e crescimento de um novo tecido em um biomaterial 

(Murphy, 2010). Dessa forma, as imagens de MEV podem ser ferramentas úteis para 

predizer a possível migração de células para os biomateriais. As imagens de MEV 

(Fig. 27) permitem avaliar a estrutura e o diâmetro dos poros dos scaffolds. Nota-se 

que as formulações QC AF 10mg (com ɓ-ciclodextrina) e QC AF 20mg apresentam 

uma estrutura mais porosa do que as amostras QC Puro, QC AF 5mg e QC AF 10mg 

o que pode fornecer uma área superficial adicional para o crescimento de células. As 

imagens dos scaffolds QC AF 10 mg (com ɓ-ciclodextrina) e QC AF 20 mg 

apresentaram poros predominantemente arredondados e abertos.  

A adi­«o de §cido f·lico e ɓ ciclodextrina alterou as propriedades morfol·gicas 

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 ácido fólico, é observada uma alteração significativa 

com presença de poros de tamanhos variados, apresentado no scaffold QC AF 10 mg 

encapsulado e QC AF 20 mg com indícios de interconexões entre si. 

Em particular, o scaffold QC AF 10 mg mostra uma estrutura menos organizada 

quando comparada aos scaffolds QC AF 10 mg (com ɓ-ciclodextrina) e QC AF 20 mg. 

As imagens apresentam na amostra QC AF 10 mg (com ɓ-ciclodextrina) 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 área superficial adicional para o crescimento 

de células. A superfície é altamente rugosa e texturizada, com microporos visíveis. 

Esta estrutura deve promover a adesão celular (proporcionando vários locais de 

fixação) e permitir a migração celular para o interior do scaffold, bem como o 

transporte imperturbado de nutrientes e metabólitos. 

Segundo Raman et al., (2019) o diâmetro médio dos poros deve ser acima de 

0,05 mm para a fixação celular, então os resultados encontrados no scaffold QC AF 

10 mg com ɓ-ciclodextrina podem servir para a fixação de células. 

Para uma melhor visualização das possíveis alterações na área da superfície 

transversal, essas quatro amostras foram adicionalmente comparadas em maior 

ampliação. Podemos observar um aumento na rugosidade da superfície da amostra 

QC AF 10 mg (com ɓ-ciclodextrina). Esta deve ser uma vantagem essencial ao 

conduzir culturas de células nos scaffolds fornecendo um local de fixação para 

proteínas e células aderentes, como já foi comprovado em pesquisas anteriores na 

área (Kunzler et al., 2007; Gallyamov et al., 2014; Zhang et al., 2018).  

A morfologia dos scaffolds é uma das propriedades mais importantes para 

aplicação na engenharia de tecidos. Com finalidade de assegurar a adesão celular e 

a difusão 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 irá ser reparado é preciso existir um intervalo 

de tamanhos de poros crítico para cada scaffold, podendo ter variações de tamanho 

(Oôbrien, 2011). 

Para emprego na regeneração de tecidos, um material adequado deve exibir 

uma estrutura porosa que possibilite uma boa circulação de nutrientes, de células e 

remoção de resíduos metabólicos (Camarero-Espinosa, 2016; Tamaddon, 2017).  A 

distribuição dos poros abertos e interconectados é visível, apresentado estruturas 

homogêneas com poros em formatos esféricos. Pelas imagens, é possível observar 

que a estrutura das matrizes mudou com a adição de ácido fólico. Os grupos 

protonados da quitosana interagem com os grupos desprotonados do colágeno, 

levando as interações intermoleculares como as ligações eletrostáticas e de 

hidrogênio formadas através da estabilização das fibras de colágeno (Fernandes et 

al, 2011; Sionkowska et al., 2004). 
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A porosidade de scaffolds à base de quitosana apresenta um enorme impacto 

em propriedades como a adesão celular, proliferação celular e capacidade de 

intumescimento que são importantes no crescimento de tecidos usados na engenharia 

de tecidos (JI et al., 2011). 

Zhang et al. (2018) em seus estudos, concluíram que poros de menor diâmetro 

auxiliam na adesão celular. Os poros menores contribuem na retenção de fluidos 

fisiológicos e na permeação celular nos scaffolds por promover uma força capilar, 

permitindo maior integração do biomaterial com o tecido (Horn et al., 2009). 

Como o objetivo deste trabalho é a produção de scaffolds que possam servir 

como matrizes temporárias que criarão um microambiente favorável para 

diferenciação e crescimento de células, a presença de poros menores garantirá a 

passagem de nutrientes enquanto os poros maiores servirão como suporte para o 

crescimento de células, sendo favorável a ampla distribuição desses poros. 

 

5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)  

 

A Figura 28, apresenta os espectros de absorção na região do IV, obtidos a 

partir de pastilhas de KBr na região de 4000 a 500 cm-1, para identificação das ligações 

características de seus respectivos precursores utilizados no preparo dos scaffolds.  

 

Figura 28 - Espectros de absorção na região do infravermelho para a Quitosana, 

Col§geno, Ćcido F·lico e ɓ-ciclodextrina precursores utilizados no preparo dos 

scaffolds. 
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Análise dos grupos funcionais dos precursores dos scaffolds utilizando a técnica de espectroscopia 
de absorção na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) 

Quitosana, Col§geno, Ćcido F·lico e ɓ-Ciclodextrina 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

Os espectros exibem bandas características comuns às essas biomoléculas. O 

espectro de infravermelho (FTIR) do colágeno tipo I (Figura 28) exibe as bandas 

associados aos grupos amida observadas em 1657cm-1 (amida I), 1546cm-1 (amida II) 

e 1237cm-1 (amida III) características da proteína indicando que a composição das 

cadeias polipeptídicas foi mantida (Santos et al., 2013). 

Na (Figura 28), o espectro da quitosana foi observado a banda larga e intensa 

com máximo em 3444cm-1, que está associada à ligação O-H, correspondente aos 

grupos C-OH e água fisicamente adsorvida. Entre 2919-2875cm-1 encontram-se as 

bandas correspondentes às ligações C-H, sendo a banda em 2875cm-1 à vibração 

simétrica e em 2919cm-1 (menor intensidade) atribuído à vibração assimétrica. A 

banda em 1423cm-1 é característica da deformação angular do CH2 (Júnior, 2008). As 

vibrações das ligações C=O, N-H e C-N características dos grupos amida, podem ser 

observados nas bandas: 1658cm-1, característico dos estiramentos C=O (amida I); 

1559cm-1, correspondente aos dobramentos NH2 (amida II); 1381cm-1, referente, 

principalmente ao estiramento C-N. Entre 1072-1030cm-1 uma banda larga e intensa 

está associada aos estiramentos C-O cíclico. Os estiramentos C-O-C da cadeia da 

quitosana podem ser notados em 1152 e 893cm-1 (Júnior, 2008; Pires, 2010). 

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

FTIR para a quitosana e o colágeno tipo I utilizados no preparo dos scaffolds. 

 

Tabela 10 - Principais números de onda da quitosana e do colágeno tipo I. 

Material  Número de 

onda (cm -1) 

Grupo químico 

associado  

Referência  

Quitosana 3570-3200 Estiramento -OH/N-

H2 N-H 

(Thein-Han et al., 2009; 

Mansur; Costa, 2007) 

Quitosana 2955-2845 Estiramento -CH2/-

CH3 

(Thein-Han et al., 2009; 

Mansur; Costa, 2007; 

Silva et al., 2012) 

Quitosana 1700-1620 Amida I: (Hashim et al., 2009; 
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Estiramento C=O Mansur; Costa, 2007) 

Quitosana 1580-1510 Amida II: 

Estiramento C-N 

Deformação N-H 

(Hashim et al., 2009; 

Thein-Han et al., 2009) 

 

Quitosana 1380-1350 Amida III: 

Estiramento C-N 

Deformação C-H 

(Alhosseini et al., 2012; 

Mansur et al., 2008) 

Quitosana 1100-1020 Estiramento C-O 

(cíclico) 

(Mansur et al., 2008) 

Quitosana 1151-896 Estiramento COC 

(estrutura sacarídea 

ɓ-1-4) 

(Mansur; Costa, 2007) 

Colágeno 1700-1600 Amida I: 

estiramento da 

carbonila (C=O) 

(Chang; Tanaka, 2002). 

Colágeno 1550-1500 Amida II: 

deformação das 

ligações (N-H) 

(Chang; Tanaka, 2002). 

Colágeno 1350-1250 Amida III: 

Estiramento C-N                                             

Deformação N-H 

(Chang; Tanaka, 2002). 

Fonte: (Elaborado pela autora). 

 

No espectro do ácido fólico puro (AF), foi possível observar as bandas de 

absorção nas regiões de 4000cm-1 a 500 (Figura 28). Foram observadas bandas 

características de deformação C=O em 1694cm-1, a vibração de N-H em 1605 cm-1 e 

a vibração do anel fenil e da pteridina observada em 1485cm-1 (Aceituno-Medina et 

al., 2015; Assadpour; Jafari; Maghsoudlou, 2017). 

Uma faixa característica do ácido fólico foi observada em 768 cm-1 atribuída a 

curvatura C-H aromática. A banda observada em 841 cm -1 é uma banda característica 

do anel benzênico para-substituído (Li et al., 2011).  

O espectro da ɓ-ciclodextrina foram analisados e encontram-se na Figura 28.  

No espectro da ɓ-ciclodextrina é possível observar a banda larga em torno de 3398 
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cm-1 correspondente as vibrações de estiramento ïOH e a banda em 2930 cm-1 

atribuída as vibrações de estiramento de ïCH e 1483 cm-1 (vibração de estiramento 

da deformação -OH) (Kamel et al., 2020).  

A banda em 1160 cm-1 que aparece na ɓ-ciclodextrina atribuída ao grupo C-O 

(Rojas-Mena; López-González; Rojas-Hernández, 2015; Zhang; Zhou; Zhang, 2013).  

Na Figura 29 são apresentados os espectros de absorção dos scaffolds na 

proporção de Colágeno/ Quitosana (70:30). 

 

Figura 29 - Espectros de absorção na região do infravermelho das amostras de 

scaffolds de Colágeno/ Quitosana (70:30): CQ Puro; CQ AF 5mg; CQ AF 10mg; CQ 

AF 15mg e CQ AF 20mg. 

 

Análise dos grupos funcionais dos scaffolds na proporção de C:Q (70:30) utilizando a técnica de 
espectroscopia de absorção na região 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 são 

bastante semelhantes entre si, mesmo com diferentes proporções de ácido fólico. As 

principais colaborações da quitosana e do colágeno tipo I estão relacionadas aos 

grupos amida I (1680-1600 cm-1), amida II (1565-1500 cm-1) e as vibrações 

relacionadas às ligações OH/NH (3570-3200 cm-1). O grupo amida I na molécula de 
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quitosana apresenta vibração com máximo em 1684 cm-1 e nos scaffolds com maior 

proporção essa banda se encontra em 1558 cm-1.  

As vibrações das ligações C=O, N-H e C-N características dos grupos amida, 

podem ser observados nas bandas: 1684cm-1, característico dos estiramentos C=O 

(amida I); 1558cm-1, correspondente aos dobramentos NH2 (amida II); 1375cm-1, 

referente, principalmente ao estiramento C-N. Entre 1074-1030cm-1 uma banda larga 

e intensa está associada aos estiramentos C-O cíclico. 

A intensidade da banda da vibração NH nos scaffolds foi observado um 

aumento significativo, corroborando para possibilidade do estabelecimento de 

interações intermoleculares entre os materiais (Kim et al., 2005). 

Na Figura 30 são apresentados os espectros de absorção dos scaffolds na 

proporção de Quitosana/Colágeno (70:30). 

 

Figura 30 - Espectros de infravermelho das amostras de scaffolds 

Quitosana/Colágeno (70:30): QC Puro; QC AF 5mg; QC AF 10mg; QC AF 10mg 

(com ɓ-ciclodextrina); QC AF 15mg e QC AF 20mg. 

 

Análise dos grupos funcionais dos scaffolds na proporção de Q:C (70:30) utilizando a técnica de 
espectroscopia de absorção na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) 

Q:C Puro, Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina, Q:C AF 15mg e 
Q:C AF 20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
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Observa-se que os espectros são bem semelhantes, apresentando bandas de 

absorção características de cada componente da formulação. 

As vibrações das ligações C=O, N-H e C-N características dos grupos amida, 

podem ser observados as bandas: 1688cm-1, característico dos estiramentos C=O 

(amida I); 1554cm-1, correspondente aos dobramentos NH2 (amida II); 1379cm-1, 

referente, principalmente ao estiramento C-N. Entre 1073-1033cm-1 uma banda larga 

e intensa está associada aos estiramentos C-O cíclico. 

O ácido fólico é uma vitamina capaz de se ligar por interações intermoleculares 

a diferentes polímeros através de uma interação da amida II (N-H) com o grupo 

carboxílico (C=O) melhorando a estabilidade a diferentes condições de exposição 

(Sudimack; Lee, 2000). 

No scaffold QC AF 10mg com ɓ-ciclodextrina foi observado um leve 

alargamento na região na banda de 2920cm-1 atribuída as vibrações do grupo ïCH 

caracter²stica da ɓ-ciclodextrina. 

Os espectros dos scaffolds apresentaram alguns deslocamentos de banda em 

relação às matérias-primas (sinalizados na Fig. 28). O grupo amida I na molécula de 

quitosana apresenta vibração com máximo em 1656 cm-1 e no scaffold com maior 

proporção de ácido fólico, amostra QC AF 20mg de vitamina B9, apresenta o 

deslocamento desse pico para 1635 cm-1. Já o grupo amida II se desloca de 1567 

cm-1 na quitosana para 1532 cm-1 no scaffold QC Puro; 1558 cm-1 no scaffold QC AF 

10mg; 1560 cm-1 no scaffold QC AF 10mg (com ɓ-ciclodextrina) e 1559 cm-1 no 

scaffold QC AF 20mg. Esses deslocamentos também foram detectados por Elashi et 

al., (2014) e podem ser um indicativo do estabelecimento de ligações de hidrogênio 

entre as moléculas de quitosana: colágeno com o ácido fólico. 

As bandas mostradas no espectro FTIR dos scaffolds de quitosana/ colágeno 

e com acréscimo de ácido fólico são consistentes com seus precursores (Figura 28) e 

com a literatura (Milan, 2021; Zam; Muin; Fataruba, 2021). 

Observa-se que os espectros apresentam bandas de absorção características 

de cada componente da formulação. As vibrações das ligações C=O, N-H e C-N 

características dos grupos amida, podem ser observadas nas bandas: 1688cm-1, 

característico dos estiramentos C=O (amida I); 1554cm-1, correspondente aos 

dobramentos NH2 (amida II); 1379 cm-1, referente, principalmente ao estiramento C-
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N. Entre 1073-1033cm-1 uma banda larga e intensa está associada aos estiramentos 

C-O cíclico.  

No scaffold com 10mg de §cido f·lico com ɓ ciclodextrina apareceu uma banda 

característico em 2922 cm-1 podendo ser atribuído a vibração de estiramento de -C-H 

(Machín; Isasi; Vélaz, 2012). A intensidade da banda da vibração NH nos scaffolds foi 

observado um aumento significativo, corroborando para possibilidade do 

estabelecimento de interações intermoleculares entre os materiais (Kim, 2005). 

O ácido fólico é uma vitamina capaz de se ligar por interações intermoleculares 

a diferentes polímeros através de uma interação da amida II (N-H) com o grupo 

carboxílico (C=O) melhorando a estabilidade a diferentes condições de exposição 

(Sudimack; Lee, 2000). 

A análise por FTIR também auxiliou a constatar tais alterações estruturais, 

cujos espectros de absorção, na região de número de onda em que se observou as 

modificações, um aumento das bandas referentes aos estiramentos simétrico e 

assimétrico das ligações HïC sp3, em 2929 cm-1 e 2885 cm-1, respectivamente; 

alteração das bandas de absorção referentes a deformação angular dos grupos ïCH2 

e ïCH3, em 1410 cm-1 e em 1344 cm-1, respectivamente; alteração do conjunto de 

bandas em 1000- 1149 cm-1 referentes ao estiramento CïO; Aumento da intensidade 

da banda referente à deformação angular do grupo ïOH, em 1644 cm-1. 

 

5.1.3 Grau de Desacetilação da Quitosana 

 

O grau de desacetilação da quitosana interfere diretamente em suas 

propriedades físico-químicas e biológicas, por isso é um dos parâmetros mais 

importantes na caracterização desse biomaterial. Na literatura são descritos vários 

métodos para a determinação desse parâmetro. Para a determinação do grau de 

desacetilação da quitosana foi utilizada a técnica de espectroscopia na região do 

infravermelho. Os valores de absorbância observados nas bandas em 1655 cm-1 e a 

banda 3450 cm-1 foram utilizadas para o cálculo deste parâmetro estão representados 

na Figura 31. 
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Figura 31 - Espectro de infravermelho da amostra quitosana. 

 

Análise da absorbância observada nas bandas em 1655 cm-1 e a banda 3450 cm-1 utilizando a 
técnica de espectroscopia de absorção na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-

IR) Quitosana 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

A Tabela 11 estão os valores de absorbância nos respectivos números de onda 

para o cálculo. 

 

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

Número de onda (cm -1) Absorbância  

1655 0,7009 

3450 0,8965 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

Substituindo os valores de absorbância na equação (1), o valor obtido para o 

grau de desacetilação foi de 76,96% condizente com as especificações do fabricante 

(Ó75%). 

 

5.1.4 Análise termogravimétrica 

 

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

Puro e QC Puro sintetizados nesse trabalho. 
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O primeiro evento pode ser observado na faixa de 20-100ºC 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 evaporação de 

água fisicamente adsorvida no material que correspondem à desidratação. 

O segundo evento ocorre a decomposição térmica do scaffold, que apresenta 

na faixa entre 217-500ºC com uma perda de massa de aproximadamente 65% para o 

scaffold de Q:C (70:30) Puro (Figura 32 B) e uma Tmáx de aproximadamente 243 ºC, 

já o scaffold de C:Q (70:30) Puro (Figura 32 A) uma massa de 58% da massa inicial 

da amostra e Tmáx de aproximadamente 269°C. Indicando que a proporção 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). 

 

Curvas de TGA e DTG demostrando a estabilidade térmica e a perda de massa dos scaffolds 
puro na proporção de Colágeno: Quitosana (70:30) e Quitosana:Colágeno (70:30) sem adição de 

ácido fólico submetidos a temperaturas entre 25 e 750 ºC. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

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

Quitosana:Colágeno puro e com acréscimo de ácido fólico. 
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Figura 33 - Termograma de TGA dos scaffolds Quitosana: Colágeno 70:30 com 

acr®scimo de Ćcido F·lico 5mg, 10mg, 10 mg com ɓ-Ciclodextrina, 15mg e 20mg. 

 

Curvas de TGA demostrando a perda de massa dos scaffolds de Q:C (70:30) submetidos a 
temperaturas entre 25 a 750 ºC. 

Q:C Puro, Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina, Q:C AF 15mg e 
Q:C AF 20mg. 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

A incorpora­«o de ɓ-ciclodextrina na matriz do scaffold resultou em uma 

mudança no perfil da curva de TGA. Na curva referente ao scaffold com ɓ-

ciclodextrina, foi possível observar uma degradação mais significativa. O primeiro 

evento da perda de massa ocorreu na faixa de temperatura entre 20ᴈ a 105ᴈ e 

corresponde à perda de água adsorvida. Na faixa de 105-250°C característico da 

fusão da molécula, seguido de sua decomposição térmica e eliminação carbonácea, 

a partir de 250°C, indica uma interação intermolecular entre as moléculas dos 

pol²meros com a ɓ-CD, devido sua estrutura química que possui regiões polares e 

apolares. 

A curva indica que a amostra de Q:C (70:30) AF 10mg com ɓ-ciclodextrina 

contém cerca de 19% de água fisicamente adsorvida, a qual é evaporada em 

temperaturas relativamente baixas, faixa de 25-210ºC (Figura 35). O segundo evento, 

decomposição do material, aparece entre 250-400ºC (com máximo em 261ºC) durante 

o qual é observado uma perda de aproximadamente 53% da massa inicial da amostra, 

gerando um resíduo carbonizado no final da análise.  
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As demais amostras apresentaram perfis bastante semelhantes entre si, sendo 

evidenciada uma constante perda de massa à medida que a temperatura aumenta. 

Na faixa de temperatura da decomposição do material, ocorre a decomposição dos 

anéis pirrólicos da quitosana, ocorre a despolimerização das cadeias poliméricas, por 

meio da desidratação e desaminação e, finalmente, a reação de abertura do anel 

(Zawadzki; Kaczmarek, 2010).  

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

Colágeno: Quitosana 70:30 com acréscimo de Ácido Fólico 5mg, 10mg, 15mg e 20mg.  

 

Figura 34 - Termograma de TGA dos scaffolds Colágeno: Quitosana (70:30) com 

acréscimo de Ácido Fólico 5mg, 10mg, 15mg e 20mg. 
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Curvas de TGA demostrando a perda de massa dos scaffolds de C:Q (70:30) submetidos a 
temperaturas entre 25 a 750 ºC. 

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, 

atribuída à decomposição dos aminoácidos do colágeno (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 à continuação da termodecomposição do 

colágeno, devido à degradação das proteínas juntamente com a quebra das ligações 

amida (Monteiro, 2018; Vo et al., 2021).  

São observados dois eventos térmicos, com perda de massa, que 

correspondem, à desidratação e decomposição do material, respectivamente. 

Na Tabela 12 e 13 observa-se a massa residual de cada material na proporção 

de Quitosana:Colágeno observados. 

 

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

Amostra  Quitosana/Colágeno (70:30)  Resíduo  (%) 

QC Puro 22,43 

QC AF 5mg 27,79 

QC AF 10mg 27,55 

QC AF 10mg (com ɓ-ciclodextrina) 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 Colágeno/ Quitosana (70:30)  Resíduo (%)  

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 à medida que a temperatura 

aumenta. Os scaffolds de QC (Tabela 12) à medida que a proporção de ácido fólico 

aumenta a % de resíduo aumentou enquanto os scaffolds de CQ (Tabela 13) ocorreu 

uma diminuição da % de resíduo com o aumento de ácido fólico na composição 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: análise 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 ºC: (C:Q Puro; C:Q FA 5mg; C:Q FA 10mg; C:Q FA 

15mg e C:Q FA 20mg). 

 

Curvas de TGA e DTG dos scaffolds de C:Q (70:30) submetidos a temperaturas entre 25 a 750 ºC. 
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 função do tempo/ temperatura, enquanto a (DTG) 

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

variação de massa em relação ao tempo/temperatura é registrada. 

Os resultados das análises termogravimétricas são apresentados como curvas 

de decomposição térmica, das derivadas das curvas (DTG), a temperatura de 
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decomposição máxima (Tmáx), bem como a percentagem de perda de massa dos 

respectivos scaffolds estudados. 

O perfil termoanalítico da curva de TGA para as amostras de C:Q (70:30) 

(Figura 35), possibilita observar que a decomposição do material e os eventos 

térmicos, visualizados com melhor nitidez pela curva de DTG. Ao comparar as 

amostras de proporção de C:Q (70:30) com acréscimo de ácido fólico e ao scaffold 

C:Q (70:30) Puro (Figura 32A), podemos verificar que a adição do ácido fólico 

aumentou a estabilidade térmica do scaffold, todos os scaffolds apresentaram 

temperaturas bem próximas. 

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: análise 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 ºC: (Q:C Puro; Q:C FA 5mg; Q:C FA 10mg; Q:C FA 

10mg com ɓ-ciclodextrina; 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 ºC. 
Q:C Puro, Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina, Q:C AF 15mg e Q:C AF 

20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

Nos scaffolds de proporção Q:C (70:30) a temperatura de decomposição do 

material foi menor do que nos scaffolds de proporção C:Q (70:30) (Figura 35) 

indicando que a proporção de C:Q (70:30) resulta em uma melhor estabilidade térmica 

do material pois a temperatura para iniciar a decomposição do material foi acima do 

observado nos scaffolds de Q:C (70:30). Os scaffolds com proporção de Q:C (70:30) 

ao adicionar ácido fólico a temperatura de decomposição 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 análise de DTG foi 

usada para confirmar o perfil de degradação dos scaffolds e as etapas envolvidas no 

tempo experimental entre 20 a 750 °C. 

 

5.1.5 Avaliação da capacidade de absorção de água 

  

A determinação da quantidade de água absorvida em um scaffold é uma 

caracterização bastante utilizada para verificar a capacidade de água absorvida pelo 

material. Quanto maior a capacidade de absorção de água, maior será a velocidade 

de difusão de soluto, nutrientes, adesão e crescimento celular (Pal; Banthia; 

Majumdar, 2009). Um dos testes de caracterização mais importantes para aplicações 

biomédicas é a determinação da quantidade de água incorporada em um scaffold. 

As amostras de scaffolds com a proporção Colágeno/Quitosana (70:30) na 

presença de 10 mg de ácido fólico apresentaram melhores resultados de absorção de 

água (Tabela 14). Já nos scaffolds de Quitosana/ Colágeno (70:30) o scaffold com 
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10mg de ácido fólico com ɓ-ciclodextrina obteve a maior porcentagem de água 

absorvida. 

 

Tabela 14 - Valores de água absorvida nos scaffolds. 

Scaffolds  
Massa inicial 

(mg)  

Massa final  

(mg)  

Água a bsor vida  

(Ŭ) 

(%) 
 

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 (com ɓ-

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 ácido fólico 

aumentaram a quantidade de água absorvida em comparação com o scaffold de CQ 

Puro. Já os scaffolds de QC foi observado uma diminuição da absorção de água com 

exceção do scaffold QC AF 15mg e o de QC AF 10 mg com ɓ-ciclodextrina que 

apresentou uma maior porcentagem de água absorvida. Esse fenômeno pode ser 

atribu²do a ɓ-Ciclodextrina, pois ela tem uma cavidade hidrofóbica em sua estrutura 

química, e a parte externa hidrofílica devido à presença de grupos de hidroxilas livres 

da mol®cula. Durante a an§lise de absor­«o de §gua, o scaffolds com ɓ-ciclodextrina 

pode interagir com a água por interação intermolecular do tipo ligação de hidrogênio 

por conter mais grupos hidrofílicos. 
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 Podemos perceber que a quantidade de água absorvida pelo scaffold de QC 

Puro foi maior do que o scaffold de CQ Puro indicando uma boa capacidade de 

absorção de água. 

Os compostos poliméricos que exibem boa capacidade de absorção de água 

são os portadores de grupos iônicos, sobretudo os grupos funcionais carboxilas, 

sulfatados e fosfatos. Desenvolvendo uma grande pressão de inchamento nas 

cadeias macromoleculares devido à presença dos grupos carregados (contra íons) 

que favorecem uma expansão da rede devido ao caráter eletrolítico desses polímeros. 

Outra situação é o pH do meio que influencia a capacidade de absorção de água ou 

a presença de íons metálicos na solução como o (Na+ e K+, por exemplo) (Osada et 

al., 2001). 

 

5.1.6 Porosidade e densidade aparente 

 

A porosidade é um dos parâmetros 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 metabólicos em 

toda sua extensão. Portanto, a porosidade aberta foi determinada adicionalmente por 

pesagem hidrostática. Os valores de densidades dos scaffolds e porosidade, foram 

obtidos por meio do cálculo utilizando as Equações (3), (4) e (5).   As densidades 

aparentes, volume dos poros e porosidade dos scaffolds estão representadas na 

Tabela 15 com média ± desvio padrão. 

 

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

Amostra  
Densidade aparente  

g/cm 3 

Volume dos Poros  

cm 3 

Porosidade  

(‐) 
 

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 ɓ-

ciclodextrina) 

0,0541 0,0014 0,1078 0,0007 0,5390 0,0012  
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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 proporção de Quitosana/ Colágeno (70:30) na 

presença de 20 mg de ácido fólico apresentaram densidade aparente maior e 

porosidade. Nas amostras com Colágeno/Quitosana (70:30) na mesma massa de 

ácido fólico 20mg teve uma diminuição da densidade aparente e na porosidade. Esses 

resultados são consistentes com as observações feitas anteriormente na análise por 

microscopia (MEV). À medida que a concentração de ácido fólico aumentou na 

composição do material Q:C (70:30), a porosidade aumentou e os scaffolds de 

proporção C:Q (70:30) ocorreu a diminuição da porosidade. Tanto a porosidade 

quanto a estrutura dos poros desempenham um papel crítico em vários processos 

celulares, como, proliferação, diferenciação, migração e regeneração de tecidos 

(Gupte et al., 2018). Poros grandes e alta porosidade permitem a difusão de gases, a 

remoção de resíduos metabólicos, o fornecimento eficaz de nutrientes, levando ao 

aumento da proliferação celular e da deposição de matriz extracelular natural (ECM), 

enquanto que os poros menores fornecem um ambiente estrutural adequado para a 

sinalização intracelular e a fixação celular (Yao et al., 2017; Liu et al., 2014).  

O volume dos poros na amostra QC AF 10mg com ɓ-ciclodextrina foi maior 

comparado com os demais valores. Materiais que apresentam uma estrutura porosa 

perfurada interna favorece a adesão, proliferação e diferenciação de células-tronco 

mesenquimais. De acordo com Li et al., (2014) uma estrutura porosa fornece uma alta 

área de fixação interfacial para vascularização e crescimento ósseo, promovendo a 

fixação biológica de implantes e osso. 

O tamanho dos poros nos scaffolds é de extrema importância, uma vez que é 

um fator determinante na taxa de difusão de nutrientes e remoção de resíduos. A 

extensão dos poros deve ser apropriada para facilitar a semeadura celular, a 
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penetração celular, a difusão de oxigênio e a distribuição nas estruturas. Portanto, o 

tamanho dos poros influencia na adesão celular, na disseminação e na interação 

célula a célula estimulando a proliferação e a diferenciação celular (Li; Wijekoon; 

Leipzig, 2010; Potjewyd, 2018). 

 

5.1.7 Teste de Intumescimento 

 

Para averiguar a resistência do material, foi realizado o teste de intumescimento 

com a solução 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 é uma técnica 

para avaliar a difusão de moléculas do solvente para o interior da cadeia polimérica 

que ao entrar em contato com o material preenchendo os espaços vazios da cadeia. 

A difusão gera mudanças 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 estão representados a porcentagem de intumescimento nos 

scaffolds C:Q (70:30) e Q:C (70:30).  

 

Figura 37 - Porcentagem de intumescimento nos scaffolds colágeno: 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 são as médias das triplicatas (* P < 0,05). 

 

O comportamento de intumescimento dos scaffolds desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 ºC, 
foi estudado nos tempos experimentais 10 minutos, 1, 3 e 24 horas.  
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Os dados apresentados são as médias das triplicatas (* P < 0,05).  

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

Nota-se que todas as composições apresentaram alta capacidade de absorção 

e habilidade de retenção da solução de PBS nos primeiros 10 minutos, uma vez que 

absorveram mais solução tampão do que seus próprios pesos, apresentando valores 

individuais >100%.  

O scaffold C:Q Puro foi o que apresentou a maior razão 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 diferença estatística significativa 

P< 0,05.  

Na Figura 37 observa-se que a composição do scaffolds de C:Q (70:30) sofreu 

uma redução na capacidade de absorção no decorrer do tempo do ensaio. Essa 

redução pode ser atribuída às interações existentes entre os grupos hidrofílicos da 

vitamina com o colágeno e a quitosana, e/ou a alteração na morfologia do arcabouço 

com a adição da vitamina, tornando-se menos poroso conforme observado nas 

micrografias MEV (Figura 25). 

 

Figura 38 - Porcentagem de intumescimento nos scaffolds Quitosana/ Colágeno 

(70:30): (Q:C Puro; Q:C FA 5mg; Q:C FA 10mg; Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina; 

Q:C FA 15mg e Q:C FA 20mg). Os dados apresentados são as médias das 

triplicatas (* P < 0,05) 

 

O comportamento de intumescimento dos scaffolds desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 ºC, 
foi estudado nos tempos experimentais 10 minutos, 1, 3 e 24 horas.  
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Os dados apresentados são as médias das triplicatas (* P < 0,05).  

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

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

diferença estatística significativa P< 0,05.  

Na Figura 38 observa-se que com o aumento da proporção de quitosana nos 

scaffolds, a porcentagem do valor da razão de intumescimento aumentou nas 

primeiras 3 horas de ensaio. Esse fato pode ser atribuído aos grupos hidrofílicos livres 

da quitosana, a hidrofilicidade se dá como função 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 

que está relacionado com a presença de grupos hidrofílicos nas cadeias poliméricas. 

Quanto maior o grau de intumescimento, maior área superficial, permitindo uma 

enorme viabilidade para a proliferação celular. A maior porcentagem de dilatação foi 

observada no scaffold Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina. Nos primeiros 10 minutos 

do ensaio o scaffold Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina apresentou uma porcentagem 

de 2018%. O inchaço inicial elevado pode ser atribuído ao fluxo de água na superfície 

da estrutura da ɓ ciclodextrina apresentando região hidrofílica na parte superficial e 

seu interior uma cavidade hidrof·bica. A ɓ-ciclodextrina pode formar complexos 

moleculares em virtude das possíveis interações intermoleculares com o meio. A 

porcentagem de inchamento no scaffold Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina diminuiu 

com o aumento do tempo de imersão. 

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 análise. No entanto, observa-se uma elevada diminuição da 

absorção de líquidos após o tempo experimental de 24 horas. Os comportamentos de 

inchaço dos scaffolds são determinados pela interação com a solução de PBS entre 

as regiões hidrofílica e hidrofóbica, dentro das estruturas da rede polimérica e pelos 

tamanhos dos poros. Scaffolds com grande quantidade de grupos funcionais 

hidrofílicos e com poros grandes incharão em grande extensão e absorverão água 

muitas vezes mais do que seu próprio peso. Enquanto os scaffolds com alta 

densidade de reticulação ou com grandes grupos hidrofóbicos, apresentaram uma 

porcentagem de intumescimento menor (Zhou et al., 2019). 
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Todos os scaffolds mantiveram a forma cilíndrica e não se dissolveram após 

imersão em PBS. Podendo ser atribuído uma boa reticulação com 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) carbodiimida. Estudos anteriores mostraram que é necessária 

uma adição de um agente reticulante para melhorar a estabilidade em meio aquoso 

(Kaczmarek et al., 2017). 

Para aplicação biomédica o comportamento de intumescimento é um dos 

parâmetros mais importantes. Uma porcentagem mais alta de entumecimento resulta 

em uma maior área de superfície para a difusão de bioativos no ambiente (Holback; 

Yeo; Park, 2011).  

O scaffold Q:C Puro foi o que apresentou menor razão 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 os menores valores de intumescimento. 

Entre os tempos analisados o scaffold Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina apresentou 

uma diminuição nos valores de intumescimento, mas a maior porcentagem dos 

scaffolds estudados.  

A capacidade de absorver grandes quantidades de soluções aquosas é uma 

das características mais significativas de um hidrogel, podendo atingir centenas de 

vezes o seu peso (Elsayed, 2019). Estudos em hidrogéis contendo quitosana e 

celulose apresentaram razão 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 Análise da perda de massa  

 

A análise da perda de massa de um scaffold é um importante estudo para 

avaliar sua estabilidade em longo prazo. A degradação in vitro dos scaffolds foi medida 

em termos de alteração da massa seca das amostras ao longo de 6 dias imersas em 

solução de PBS (pH 7,4 a 37,0 ± 0,5 ºC).  

Na Figura 39 apresenta os resultados de porcentagem de perda de massa 

realizada no período de 30 dias para as amostras de scaffolds na proporção de Q:C 

(70:30).  
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Figura 39 - Perfil de degradação dos scaffolds de Quitosana: Colágeno (70:30), em 

solução fisiológica (PBS, pH 7,4). 

 

 
Avaliação da degradação dos scaffolds em solução tampão de PBS pH 7,4 foi feita através da 

imersão dos scaffolds na solução fisiológica, num período de 30 dias, com pesagens nos tempos 
experimentais 1, 2, 3, 10 e 30 dias.  

Os dados apresentados são as médias das triplicatas (P < 0,001). 
Q:C Puro, Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina, Q:C AF 15mg e Q:C AF 

20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

A amostra de scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina apresentou o maior 

valor de absorção da solução 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 próximos.  

Os resultados obtidos demonstram um aumento significativo da massa nas 

primeiras 24 horas, atribuído à capacidade de entumecimento dos scaffolds, que 

permitiram a retenção da solução tampão 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 degradação. O 

teste de perda de massa confirmou a estabilidade dos scaffolds em solução fisiológica 

(PBS, pH 7,4), podendo ser atribuído a reticulação com o EDC. Ambos 

scaffolds mostraram resistência e nenhuma evidência de desintegração após um 

período de 30 dias.  
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Comparando os scaffolds entre si, em cada tempo experimental, houve 

diferença estatística significativa P < 0,001. 

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

realizada no período de 6 dias para as amostras de scaffolds na proporção de C:Q 

(70:30).  

 

Figura 40 - Perfil de degradação dos scaffolds de Colágeno: Quitosana (70:30), em 

solução fisiológica (PBS, pH 7,4). 

 

Avaliação da degradação dos scaffolds em solução tampão de PBS pH 7,4 foi feita através da 
imersão dos scaffolds na solução fisiológica, num período de 6 dias, com pesagens nos tempos 

experimentais 1, 2, 3, 4 e 6 dias. 
Os dados apresentados são as médias das triplicatas (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. 
 

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

duas formulações. O scaffold C:Q (70:30) AF 20mg apresentou uma absorção maior 

da solução tampão PBS no segundo dia do ensaio, comparada com as demais 

amostras. As amostras com concentração de 5mg e de 10mg de Ácido Fólico (C:Q 

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

de perda de massa muito próximos os valores. Esses resultados podem ser atribuídos 

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

possibilitando a elevação do grau de fragmentação da estrutura e aumento na taxa de 

biodegradação do polímero. 
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A capacidade de entumecimento que permite a retenção da solução de PBS 

pH 7,4. A quitosana e o colágeno, biomateriais presentes nas formulações dos 

scaffolds, apresentam grupos hidrofílicos, como amino e carboxila, que podem 

contribuir para acelerar o processo de degradação do material. Comparado a outros 

scaffolds, o scaffold C:Q AF 10mg mostrou a menor absorção de água inicial no meio 

de degradação em solução fisiológica (PBS, pH 7,4). Comparando os scaffolds entre 

si, em cada tempo experimental, houve diferença estatística significativa P < 0,001. 

Conforme visto na Figura 42, após 4 dias de incubação ambos scaffolds apresentaram 

fragmentação não sendo possível prosseguir com o ensaio. A taxa de degradação foi 

mais rápida nessa proporção.  Portanto, os scaffolds com proporção de Q:C (70:30) 

apresenta alta estabilidade em solução de PBS pH 7,4.  No entanto, a estabilidade 

dos scaffolds pode ser explicada pelas interações intermoleculares entre as cadeias 

de quitosana e colágeno, onde vários tipos de interações são possíveis. As duas 

macromoléculas podem sofrer um emaranhamento e formar um complexo com maior 

estabilidade em condições fisiológicas. A quitosana e o colágeno podem ser ligados 

ionicamente a partir do íon (NH 3 
+) da quitosana e o grupo aniônico (ïCOO ī) do 

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

 

5.1.9 Liberação do Ácido Fólico 

 

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para analisar o perfil de liberação de AF 

nos scaffolds. A Figura 41 representa os perfis de liberação do AF nas amostras de 

scaffolds com solução tampão de PBS in vitro a 37°C em pH 7,4 para imitar as 

condições de pH da circulação sistêmica. A liberação foi observada maior nas 

primeiras 3 horas do teste de liberação do ácido fólico. Após o esse tempo, a liberação 

continuou de forma gradual e notavelmente menor. Essa liberação gradual presente 

nos scaffolds é extremamente importante e útil para aplicação biomédica. Mesmo com 

o passar do intervalo de tempo, ocorrendo a degradação continua do material, o AF 

foi liberado aos poucos gerando um ambiente rico dessa vitamina do complexo B.  

Em todos os grupos há uma diferença estatística entre eles de P<0,001. 

O scaffold CQ AF 20 mg (Figura 43 A) e o QC AF 15mg (Figura 41 B) 

apresentaram a maior quantidade de liberação do AF, nos primeiros 60 minutos de 

teste. 
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Figura 41 - Gráficos comparativos do perfil de liberação do Ácido Fólico em função 

do tempo para as amostras de scaffolds de A) C:Q (70:30) e B) Q:C (70:30) até 5 

horas. 

 

Avaliação da liberação do ácido fólico nos scaffolds desidratados em solução tampão PBS pH 7,4. O 
ensaio foi feito através da imersão na solução fisiológica, num período de 300minutos. 

Os dados apresentados são 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 proporção 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 proporção de Q:C (70:30). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

Após o período de 12 horas a liberação permaneceu constante até zerar a 

concentração de AF liberada para o meio tampão PBS pH 7,4. Observado em ambas 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42 - Gráficos comparativos do perfil de liberação do Ácido Fólico em função 

do tempo para as amostras de scaffolds de A) CQ e B) QC até 115 horas. 
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Avaliação da liberação do ácido fólico nos scaffolds desidratados em solução tampão PBS pH 7,4. O 
ensaio foi feito através da imersão na solução fisiológica, num período de 5 dias. 

Os dados apresentados são 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 proporção 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 proporção de Q:C (70:30). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

No tempo de 115 h encerrou a liberação total do ácido fólico presente nos 

scaffolds. Por ser uma vitamina hidrossolúvel, esse tempo é ideal.  

No gráfico de liberação cumulativa do AF no scaffold CQ AF 15 mg (Figura 43 

A) e o QC AF 20mg (Figura 43 B) apresentaram a maior quantidade de liberação do 

AF, nas primeiras 3 horas de teste. 

 

Figura 43 - Gráficos comparativos da liberação acumulada do Ácido Fólico em 

função do tempo para as amostras de scaffolds de A) CQ e B) QC de (30 minutos à 

300 minutos). 

 

Avaliação da liberação acumulada do ácido fólico nos scaffolds desidratados em solução tampão PBS 
pH 7,4. O ensaio foi feito através da imersão na solução fisiológica, num período de 300 minutos. 

Os dados apresentados são 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 proporção 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 proporção de Q:C (70:30). 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

A Figura 44 mostra os gráficos comparativo da liberação acumulada do Ácido 

Fólico em função do tempo para as amostras de scaffolds de CQ e QC de (1 hora à 

115 horas). 

 

Figura 44 - Gráficos comparativos da liberação acumulada do Ácido Fólico em 

função do tempo para as amostras de scaffolds de A) CQ e B) QC de (1 hora à 115 

horas). 

 

Avaliação da liberação acumulada do ácido fólico nos scaffolds desidratados em solução tampão PBS 
pH 7,4. O ensaio foi feito através da imersão na solução fisiológica, num período de 115 horas. 

Os dados apresentados são 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 proporção 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 proporção de Q:C (70:30). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

O perfil de liberação acumulada do Ácido Fólico em função do tempo para as 

amostras de scaffolds no período 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 liberação acumulada no período de 5 dias. 

A Figura 45 apresenta o resultado da liberação cumulativa do ácido fólico na 

amostra Q:C (70:30) AF 10mg com ɓ-ciclodextrina. 
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Figura 45 - Representação da liberação acumulada do Ácido Fólico em função do 

tempo para a amostra de Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina. 

 

Avaliação da liberação acumulada do ácido fólico no scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina 
desidratado em solução tampão PBS pH 7,4. 

O ensaio foi feito através da imersão na solução fisiológica, num período de 11 dias. 
Os dados apresentados são as médias das triplicatas (P < 0,001). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

A amostra Q:C (70:30) AF 10mg com ɓ-ciclodextrina (Figura 45) apresentou a 

liberação do ácido fólico de forma mais lenta e gradativa podendo ser atribuído a 

capacidade de reten­«o da vitamina dentro da ɓ-CD.  

Lee et al., (2016) em seus estudos, desenvolveram um arcabouço nanofibroso 

para carregar sinvastatina (SIM) enxertado com ɓ-CD. O resultado mostrou que o 

material de ɓ-CD permitiu a libera­«o sustentada de SIM. V§rios estudos usando ɓ-

CD demonstraram sua capacidade de administrar medicamentos hidrofóbicos para 

tratamento de células cancerígenas e bactérias e induzir a reconstrução do tecido 

desejado decorridos de uma lesão (Inoue et al., 2020; Radu; Parteni; Ochiuz, 2016).  

Conforme mostrado na (Figura 44 A e B) as curvas de liberação dos scaffolds 

mostraram uma taxa de liberação rápida nas primeiras 7 h, seguida por uma fase de 

liberação lenta. Esses resultados são consistentes com a regulação da liberação da 

vitamina por difusão livre. O scaffold Q:C AF 10 mg com ɓ-ciclodextrina apresentou 

um perfil de liberação cumulativa de forma gradual nos 11 dias de ensaio (Figura 45). 

Este fato pode estar associado a intera­»es entre a ɓ-ciclodextrina e o ácido fólico 

com a matriz polimérica. Dessa forma, evidencia-se que a incorpora­«o da ɓ-

ciclodextrina no scaffold influenciou diretamente na cinética de liberação dessa 

vitamina para o meio. Esses resultados demonstram que o sistema de entrega do 
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§cido f·lico baseado na incorpora­«o da ɓ-CD aos polímeros do scaffold é 

extremamente útil e importante na engenharia de tecidos. Estima-se que o 

comportamento de liberação seja marcado por um valor inicial alto, seguido da 

liberação de pequenas doses, ou doses de manutenção, por um intervalo de tempo 

maior conforme observamos no scaffold Q:C AF 10 mg com ɓ-ciclodextrina (Figura 

45). Estudos realizados por Alborzi et al., (2019) concluíram que o fármaco, ou 

substancia ativa, e o meio de liberação afeta a estrutura da matriz polimérica. 

 

5.1.10 Teste de pH 

 

A análise das variações de pH dos scaffolds em FCA estão representadas nas 

Figuras de 46 a 47.   

A Figura 46 apresenta os valores de pH dos scaffolds de proporção 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 médias das triplicatas. 

 

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

medido em dias. 
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Avaliação 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. 

Não foram observadas diferenças estatísticas significativas. 
Q:C Puro, Q:C AF 5mg, Q:C AF 10mg, Q:C AF 10mg comɓ-ciclodextrina, Q:C AF 15mg e Q:C AF 

20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

Os maiores valores de pH foram observados nos primeiros 10 minutos para os 

scaffolds. Os resultados obtidos apresentaram valores de pH levemente alcalinos. 

Os scaffolds apresentaram resultados bastante semelhantes. No decorrer dos 

dias os valores de pH diminu²ram, exceto para a amostra de Q:C AF 10mg com ɓ-

ciclodextrina, o valor de pH aumentou nos dias de análise. No 4° dia permaneceram 

levemente alcalinos. A amostra Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina 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 proporção 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 - Variação do pH dos scaffolds de C:Q (70:30). A) medida em minutos e B) 

medido em dias. 

 

 

Avaliação 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. 

Não foram observadas diferenças estatísticas 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. 
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No preparo dos scaffolds no final da reticulação foi realizado a neutralização 

dos scaffolds. Os componentes da solução de FCA podem ter interagido quando em 

contato com os scaffolds alterando o valor de pH para valores acima de 7,00. 

A determinação do pH dos scaffolds são importantes pois alterações nesses 

valores podem ocorrer em função de impurezas, hidrólise e decomposição. 

Estudos recentes de Souza et al., (2023) demonstraram que células U2OS 

mostraram um aumento de 2,25 vezes no metabolismo celular em impressões de uma 

camada preparadas a pH 8,0 em comparação 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 comparação com células crescendo em 

substratos ácidos após 7 dias de cultura celular.  

O pH alcalino é essencial para cultura de osteoblastos, ensaios realizados em 

meio ácido levaram a um aumento da autofagia e apoptose das células (Zhang et al., 

2017). Cultura de fibroblastos e queratinócitos humanos em ambientes ácidos resultou 

em um aumento da expressão de mediadores inflamatórios e numa redução da 

migração 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 diferenciação das de células ósseas, 

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

 

5.1.11 Potencial Zeta 

 

O potencial zeta (ɕ) das solu­»es precursoras dos scaffolds foram medidos para 

investigar as possíveis interações eletrostáticas entre os componentes dos scaffolds. 

As soluções de partida utilizadas no preparo dos scaffolds foram medidos no potencial 

zeta a temperatura ambiente de 25°C. As medições de potencial zeta fornecem uma 

medida indireta da densidade de carga superficial tornando-se, portanto, uma 

ferramenta muito útil para prever a estabilidade de uma suspensão, a interação entre 

partículas é baseada na mobilidade eletroforética das espécies em solução (Luz; 

Mano, 2012). 

O potencial zeta determina a diferença de potencial entre a camada do fluido e 

o meio de dispersão, ligada aos nanocristais dispersos em um sistema coloidal de 

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

(70:30) estão apresentados na Tabela 16. 

 

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

(70:30). 

.  

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 suspensão, e entre 0 a ± 5 uma 

rápida coagulação ou floculação.  

Verifica-se, na Tabela 16, que todos os scaffolds apresentaram uma carga 

positiva. Os resultados das suspensões de proporção C:Q (70:30) com acréscimo de 

ácido fólico apresentaram estabilidade excelente, enquanto a amostra C:Q (70:30) 

Pura um resultado positivo de + 2,26mV indicando uma rápida coagulação ou 

floculação. 

Analisando os valores de ɕ obtidos para as solu­»es de partida (25ÜC), observa-

se que as soluções apresentaram o potencial zeta positivo, características catiônicas 

dos biomateriais utilizados no preparo. Esses valores podem ser atribuídos a presença 

dos grupos amino do biomaterial quitosana, que se encontram protonados, na forma 

de NH3
+. As amostras com proporção de Q:C (70:30) (Tabela 16) apresentaram 

resultados maiores de 61mV indicando uma excelente estabilidade na suspensão 
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quando adicionadas ácido fólico, já a amostra Q:C (70:30) Pura uma estabilidade 

incipiente.  

A membrana celular possui uma ligeira carga negativa e que a absorção celular 

é impulsionada por atrações eletrostáticas (Jin et al., 2009; Wang et al., 2010). Desta 

forma, ao utilizar as soluções precursoras para o preparo dos scaffolds, as mesmas 

são capazes de proporcionar interações favoráveis com as membranas celulares, 

fornecendo um microambiente adequado para a fixação e proliferação de células.  

Os potenciais de superfície das membranas celulares têm implicações 

funcionais importantes: eles podem causar acúmulo local de contra íons solúveis na 

vizinhança alterando o pH local, podem alterar a disposição de regiões carregadas de 

proteínas transmembrana, podem servir para recrutar proteínas catiônicas extrínsecas 

e a alterar a concentração de íons fisiologicamente importantes, como o cálcio 

(McLaughlin, 1989). 

A superfície da célula é coberta por uma camada externa de carboidratos que 

envolve a membrana plasmática das células, conhecida como glicocálice, com cargas 

negativas. As membranas celulares são constituídas por 

bicamadas fosfolipídicas onde as proteínas são inseridas (Alberts et al., 1994).   

 

5.1.12 Isoterma de Adsorção e área superficial 

 

As análises por Adsorção de nitrogênio, BET (análises de área de superfície 

por isortermas Brunauer, Emmett e Taller) foram realizadas utilizando um 

equipamento Quantachrome AutosorblQ2 equipament que permitiram a determinação 

da área superficial total, o volume de poros e distribuição dos poros nas amostras dos 

scaffolds. A área superficial (Tabela 17) foi determinada com o modelo BET, 

(Brunauer, Emmett e Taller), adsorção física das moléculas de gás sobre a superfície 

sólida em multicamadas. A distribuição do diâmetro dos poros foi calculada pelo 

método de BJH (Barrett, Joyner e Halenda), aplicado para as curvas de dessorção.  

Por meio dos gráficos foi possível determinar a área superficial de cada material 

e os resultados para cada um são 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 adsorção e dessorção das amostras de scaffolds. 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

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

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

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

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

adsorção que não sejam completamente reversíveis, ocorrendo a presença de 

inclinação na curva de adsorção e histerese de adsorção/dessorção (Sing, 1985).  
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Tabela 17 - Área superficial dos scaffolds de proporção C:Q (70:30) e Q:C (70:30) 

obtidas pelo método de BET. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 

 

As análises por BET- Isotermas de adsorção/dessorção de nitrogênio das 

amostras dos scaffolds confirmaram suas superfícies mesoporosos. A amostra com 

proporção de C:Q AF 5mg apresentou o resultado de área superficial de maior valor 

(602 m2.g-1), comparado com as demais amostras com valores aproximados. O 

scaffold C:Q AF 5mg demonstra uma capacidade de adsorção significativamente 

maior. Na pressão relativa máxima de 0,99, a quantidade de material adsorvido atinge 

145 cm 3. g ī1. 

 As amostras de Q:C AF de 5mg, 10mg e de 15 mg apresentaram resultados 

bem próximos, apenas a amostra de Q:C AF 20 mg apresentou o maior valor de área 

superficial (185 m2.g-1) observado pela maior quantidade de adsorção de nitrogênio. 

O scaffold Q:C AF 20 mg demonstra uma capacidade de adsorção significativamente 

maior. Na pressão relativa máxima de 0,99, a quantidade de material adsorvido atinge 

48 cm 3. g ī1. 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 abundância de pequenos mesoporosos e um aumento geral na porosidade. A 

adição de ácido fólico aumenta significativamente a porosidade do hidrogel, tornando-

o mais apropriado para aplicações que exigem uma grande área de superfície e 

porosidade, como adsorção e catálise.  A caracterização superficial e a de poros dos 
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scaffolds é de extrema importância quando se visa uma aplicação em processos 

adsortivos, que nas cavidades na superfície do material ocorre a retenção de 

adsorventes.  

A capacidade de adsorção de proteínas depende da densidade da carga 

superficial, da distribuição de tamanho dos poros das partículas e da área superficial 

específica (Fujii et al., 2006). A capacidade de adsorção de proteínas e a área 

superficial específica aumentam à medida que o tamanho das nanopartículas diminui 

(Szalaj et al., 2019). Portanto, os scaffolds sintetizados neste trabalho possuem 

grande potencial para aplicações biológicas. 

 

5.1.13 Viabilidade celular 

 

O estudo da viabilidade celular por MTT foi realizado para avaliar o efeito da 

incorporação de ácido fólico e da proporção de quitosana e colágeno 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 estão representados nas Figuras 49, 50 e 51. 

As células fibroblásticas foi utilizada porque essas são as principais células 

envolvidas nos processos de cicatrização de feridas e no reparo tecidual. As células 

fibroblastos são consideradas imprescindíveis para o reparo do tecido devido à sua 

grande capacidade de multiplicação de preencher defeitos do tecido em vários órgãos 

com uma matriz extracelular levando a cicatrização (Harris et al., 2017). As células 

fibroblásticas 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 Colágeno: Quitosana (70:30), com acréscimo de 

diferentes concentrações de ácido fólico em diferentes tempos, incubados durante 

24 horas. 

 

As células fibroblásticas 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 incorporação do ácido fólico na composição 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 são bastantes próximos. 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 não exerceram nenhum efeito 

citotóxico 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:Colágeno (70:30), com acréscimo de 

diferentes concentrações de ácido fólico em diferentes tempos, incubados durante 

24 horas. 

 

As células fibroblásticas 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) 
Q:C Puro; Q:C AF 5mg; Q:C FA 10mg; Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina; Q:C AF 15mg e Q:C AF 

20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

Os scaffolds Q:C FA 10mg e o Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina apresentaram 

maiores percentuais de células viáveis que todos os outros grupos em estudo, após 

72 horas. Essas diferenças foram estatisticamente significativas para vários grupos e 

pode ser vista na Figura 50. Não houve diferenças estatisticamente significativas entre 

os grupos Q:C Puro e Q:C AF 5 mg. Por outro lado, os percentuais de células viáveis 

do scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina foram significativamente maiores do que 

os demais scaffolds no tempo de 48 horas e 72 horas (P<0.001). A amostra de scaffold 

Q:C FA 10mg com ɓ-ciclodextrina no tempo de 72 horas apresentou 159% de 

viabilidade celular. O percentual de células viáveis do scaffold Q:C FA 10mg com ɓ-

ciclodextrina foi 59% maior do grupo controle, após 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 metabólica celular formando cristais de formazan, de cor 

azul. Dessa maneira a quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, é 

diretamente proporcional ao número de células viáveis. Conforme mostrado na (Figura 
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50 e 51), o ensaio MTT demonstra a natureza não tóxica dos scaffolds produzidos 

frente aos tipos celulares testados.  

 Os resultados dos testes de MTT revelaram que após 24, 48 e 72 horas os 

scaffolds sintetizados não apresentaram citotoxicidade para as culturas de células 

L929. Os valores de viabilidade mantiveram-se acima de 75%, valor acima do qual os 

materiais são considerados não citotóxicos.  

Por outro lado, após 48 e 72 horas o percentual de células viáveis dos scaffolds 

Q:C AF 5mg, Q:C FA 10mg, Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina, Q:C AF 15mg e Q:C 

AF 20mg foram maiores que a amostra Q:C Puro. Além disso, após 72 horas a 

viabilidade celular do scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina foi maior de todos os 

scaffolds em estudo. Esses resultados iniciais in vitro sugerem que a adição de ácido 

f·lico e ɓ-ciclodextrina pode ter promovido um microambiente relativamente superior, 

mais favorável para a adesão 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 comparação com as 

puras. Podendo ser atribuído 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 

poss²vel potencial do §cido f·lico e da ɓ-ciclodextrina em scaffolds de quitosana: 

colágeno em células neurais. Para o estudo foi utilizado somente os scaffolds Q:C 

Puro, Q:C AF 10mg, Q:C AF 10mg ɓ-ciclodextrina e Q:C AF 20mg foram submetidas 

aos ensaios in vitro. A citotoxicidade foi realizada indiretamente usando diluição 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 estão apresentados na Figura 51. ANOVA (* P < 0,05), ** P < 

0,01, *** P < 0,001). 
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Figura 51 - Representa­«o do ensaio de MTT de contato indireto Neuro 2A com as 

amostras de scaffolds de Q:C Puro, Q:C FA 10mg, Q:C FA 10mg ɓ-ciclodextrina e 

Q:C FA 20mg no tempo experimental de 72 h. 

 

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 10mg; Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina e Q:C AF 20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

As células Neuro 2A (Figura 51) foram tratadas com os meios que estiveram 

no contato com os scaffolds durante 72 horas. A viabilidade no scaffold Q:C AF 10mg 

com ɓ-ciclodextrina foi de 104,08%, ou seja 4% a mais do que o grupo controle. O 

scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina a incorpora­«o da ɓ ciclodextrina 

apresentou o resultado de viabilidade celular maior, podendo ser atribuído a liberação 

controlada do ácido fólico 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 ácido fólico no tempo experimental de 72 h, podendo ser atribu²do a lixivia­«o do 

§cido f·lico para o meio de cultura de forma acelerada pode ter agido de forma 

negativa nas células e reduzido sua viabilidade. 
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A determinação da viabilidade celular e da adesão celular são ensaios de 

grande importância, pois medem, in vitro, a primeira interação entre a célula e a 

superfície 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 ácido fólico é uma vitamina 

com caráter hidrofílico que pode auxiliar na conexão das células Neuro 2A com às 

superfícies do scaffold, permitindo o desenvolvimento celular e a melhoria da 

viabilidade, sendo desejável no contexto de aplicações na engenharia de tecidos.  No 

contexto das aplicações de engenharia de tecidos, é desejável que o material tenha 

um carácter hidrofílico para ajudar a fixação das células na superfície dos scaffolds, 

facilitando assim o crescimento celular, bem como o aumento da sua viabilidade 

(Nista; Bettini; Mei, 2015; Maretschek; Greiner; Kissel, 2008). 

O scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina não apresentou toxicidade, e das 

amostras testadas o maior valor de viabilidade celular, por conseguinte, podem servir 

para a sua posterior exploração 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 fixação e proliferação de células, atuando 

como matrizes extracelulares sintéticas. Em acordo com a ISO 10993-5 (2009) para 

uma amostra ser considerada citotóxica deve haver uma redução na viabilidade 

superior a 30% na linhagem avaliada. Dessa forma, os gráficos foram sinalizados com 

uma linha preta tracejada no local onde é alcançada 70% da viabilidade celular. Os 

pontos nas retas dos gráficos são representativos da Média ± desvio padrão (SD) 

correspondentes a três réplicas experimentais para cada amostra-teste.  

Foi realizado o tratamento estat²stico entre os scaffolds para o ensaio de 

viabilidade celular. H§ uma diferen­a estat²stica entre os grupos identificado pelo teste 

ANOVA Post Hoc de Tukey entre as medi­»es entre: Q:C Puro e Q:C AF 10mg 

p<0,001; Q:C Puro e Q:C AF 20mg p<0,01; Q:C AF 10mg e Q:C AF 10mg com ɓ-

ciclodextrina p<0,001 e Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina com Q:C AF 20mg p<0,01. 

Em concord©ncia com a literatura, os resultados deste estudo demonstram que 

os scaffolds exibiram excelente biocompatibilidade e podem promover a prolifera­«o 

de fibroblastos e Neuro 2A.  

 

5.1.14 Adesão e morfologia celular  
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A adesão celular foi testada pelo método de contagem de células após o 

período de incubação de 24h. Para o estudo foi utilizado somente os scaffolds Q:C 

Puro, Q:C AF 10mg, Q:C AF 10mg ɓ-ciclodextrina e Q:C AF 20mg foram submetidas 

aos ensaios in vitro. O resultado da eficiência de adesão de células fibroblastos L929 

e Neuro 2A aderidas ao material após 24 h está representado na Figura 52.  

 

Figura 52 - Representa­«o do ensaio de eficiência de adesão das células: A) L929 e 

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

 

 

Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, ***P < 0.001) 
Q:C Puro; Q:C FA 10mg; Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina e Q:C AF 20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 
 

Após o tempo experimental 24h, as células L929 (Figura 52 A) expostas nos 

scaffolds apresentavam eficiência de adesão acima de 0,9. O scaffold que apresentou 

a maior eficiência de adesão, com 0,98 foi a amostra Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina 

com a incorpora­«o da ɓ-ciclodextrina. O presente estudo in vitro com o 

neuroblastoma do tipo neuro 2A e os polímeros Quitosana:Colágeno com adição de 

§cido f·lico e incorpora­«o na ɓ-ciclodextrina, verificou indícios favoráveis à 

apresentação desta pesquisa, o qual estudou a adesão e a proliferação destes tipos 

celulares sobre os polímeros ora supracitados, através da análise quantitativa. A 

resposta inicial de adesão das células à superfície dos scaffolds é uma análise muito 

importante para avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais utilizados na síntese. A 
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avaliação da fixação das células nos scaffolds foi medida no tempo experimental de 

24 horas. 

A (Figura 52 B) representa os resultados de eficiência de adesão nos scaffolds 

após o tempo de 24 horas com células Neuro 2A. Todos os scaffolds mantiveram uma 

eficiência de adesão acima de 0,8. Houve uma diferença significativa entre os grupos 

avaliados. Entre os scaffolds Q:C Puro e Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina o valor de 

p < 0,05 e entre o scaffold Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina e o Q:C AF 20 mg p < 

0,05.  

Os scaffolds apresentaram uma boa resposta de adesão celular, indicando boa 

biocompatibilidade, por ter promovido significativamente a adesão celular podendo ser 

observado tanto na superfície do scaffold e no interior dos poros. O scaffold Q:C AF 

10mg com ɓ-ciclodextrina apresentou uma melhor eficiência de adesão, próxima de 

1,0.  

A interação e a adesão de células neurais com substratos artificiais são de 

fundamental importância na engenharia de tecidos neurais. O design racional de 

substratos de tecido neural sintético deve atingir o controle máximo sobre a montagem 

e agrupamento de células neurais. Nos sistemas nervosos central e periférico as 

células neuronais formam redes funcionais onde sua eficiência 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 estão representadas na Figura 53.  
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Figura 53 - Representação 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 - Representação 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 - Representação 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 - Representação 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 microscópio confocal Zeiss LSM 880 
do Centro de Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG para observação da 

morfologia celular dos fibroblastos L929 e Neuro 2A sobre os scaffolds, após 1 dia e 3 dias de 
semeadura. 

Q:C Puro; Q:C FA 10mg; Q:C AF 10mg com ɓ-ciclodextrina e Q:C AF 20mg. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2023. 


