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RESUMO

CESQUIM, M. G. Desenvolvimento descaffolds de quitosana/gelatina/xerogel de
tanino-glutaraldeido para aplicagdo em engenharia de tecido023.183 p. Dissertacdo
(Mestrado entCiénciag i Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&ao Paulo,
Loreng 2023.

Os métodos convencionais de transplante possuem limitacées, como o risco de infec¢des e
rejeicdo. A engenharia de tecidos possui o propésito de solucionar estes e outros problemas
através da simulacdo dos microambientes teciduais pelo waffields Osscaffoldssédo
estruturas tridimensionais, produzidas a partir de biomateriais, que fornecem suporte para a
regeneracdo dos tecidos. Portanto, precisam dispor de algumas caracteristicas como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, resisténcia mecanica e porosatagativel com

o tecido de interesse. O presente trabalho visa o estudo do impacto da adicdo de particulas
de xerogel de taninglutaraldeido, assim como a variagdo da concentracdo das espécies
envolvidas (quitosana, gelatina e glutaraldeido) nas propieedéosscaffoldsatravés das
andlises da capacidade de adsorcéo de proteinas, porosidade, dissolucao e intumescimento
Nosscaffoldsde gelatinanao foi possivehvalia o impacto da variacdo da concentracao de
glutaraldeido nas propriedades dasaffolds devido a baixa estabilidade de todos os
materiais preparados, uma vez que as amostras degradaram durante a etapa de remocao d
residuos de glutaraldeido ndo reagiblo. entanto, aadicdo de tanino acscaffoldsde

gelatina resultou na diminuicdo da tad& degradacdo, dissolucéo e intumescimefab.
analisada a influéncia da concentracdo de glutaraldeido nas propriedadesfaldsde
quitosana pura, sendo seu aumento responsavel pelas reducdes na taxa de intumescimento
dissolucéo, adsorcdo de proteinas e pelo aumento da porosidatafflsspreparados.
Enquanto caumento da concentracdo de quitosaesses scaffold®i responsavel pela
elevacdo da quantidade de proteinas adsorvidas, mas nao impactou significativamente nas
propriedades de intum@mento, porosidade e dissolucdo dos materiais. No caso dos
scaffoldsde quitosana/gelatina, 0 aumento da concentracdo de glutaraldeido ocasionou a
reducao da quantidade de proteinas adsorvidas e da taxa de dissolucédo, bem como o aumentc
da porosidade e da taxa de intumescimento. Ja& 0 aumento da concentragdo de gelatina foi
responsavel pela reducéo da adsor¢ao de proteinas, porosidade e taxa de dissolucdo, mas na
possui efeito significativo na taxa de intumescimentos€dfoldssintetizados a partir de
gelatina/quitosana/xerogel tanhgtutaraldeido apresentaram taxas de porosidade,
intumescimento e dissolucdo adequadas para aplicacdo em engenharia de tecidos. Seu
grande diferencial foi o expressivo aumento da capacidade de adsorcdo de proteinas, o que
demonstra seu elevado potencial de biocompatibilidade, uma vez que a biocompatibilidade
se refere a capacidade de um material de interagir de forma harmoniosa com os tecidos
bioldgicos, sem causar reacdes adversas ou toxicidade. Nesse contextaffolcicom alta
capacidade de adsorcdo de proteinas é capaz de atrair e interagir favoravelmente com as
proteinas presentes no ambiente bioldgico circundante.

Palavraschave Engenharia de tecidoScaffold Quitosana. Xerogel de tanino



ABSTRACT

CESQUIM M. G. Development of chitosan/gelatin/tannirglutaraldehyde scaffoldsfor
application in tissue engineering2023.183 p. Dissertation (Masteof Sciencgi Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, |.@G2k

Conventional transplantation methods have limitations, such as the risk of infections and
rejection. Tissue engineering has the purpose of solving these and other problems through
the simulation of tissue microenvironments through the use of scaffoldtl@sare three
dimensional structures, produced from biomaterials, that provide support for tissue
regeneration. Therefore, they need to have some characteristics such as: biocompatibility,
biodegradability, mechanical strength and porosity compatitie the tissue of interest.

The present work aims to study the impact of the addition of taglataraldehyde xerogel
particles, as well as the variation in the concentration of the species involved (chitosan,
gelatin and glutaraldehyde) on the properbéshe scaffolds through the analysis of the
protein adsorption capacity, porosity , dissolution and swelling. In gelatin scaffolds, it was
not possible to evaluate the impact of varying glutaraldehyde concentration on the properties
of the scaffolds, dut® the low stability of all prepared materials, since the samples degraded
during the step of removing unreacted glutaraldehyde residues. However, the addition of
tannin to gelatin scaffolds resulted in a decrease in the rate of degradation, dissotlition an
swelling. The influence of glutaraldehyde concentration on the properties of pure chitosan
scaffolds was analyzed, and its increase was responsible for reductions in the rate of
swelling, dissolution, protein adsorption and for the increase in pordsttyegrepared
scaffolds. While the increase in chitosan concentration in these scaffolds was responsible for
increasing the amount of adsorbed proteins, it did not significantly impact the swelling,
porosity and dissolution properties of the materialshéncase of chitosan/gelatin scaffolds,

the increase in glutaraldehyde concentration caused a reduction in the amount of adsorbed
proteins and in the dissolution rate, as well as an increase in porosity and swelling rate. The
increase in gelatin concentien was responsible for the reduction of protein adsorption,
porosity and dissolution rate, but did not have a significant effect on the swelling rate. The
scaffolds synthesized from gelatin/chitosan/targiutaraldehyde xerogel showed adequate
porosity, swelling and dissolution rates for application in tissue engineering. Its great
differential was the significant increase in protein adsorption capacity, which demonstrates
its high potential for biocompatibility, since biocompatibility refers to theitgbdf a
material to harmoniously interact with biological tissues, without causing adverse reactions
or toxicity. In this context, a scaffold with a high protein adsorption capacity is able to attract
and interact favorably with proteins present in theaunding biological environment.

Keywords:Tissue engineeringcaffold.Chitosan.Tannin xerogel
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1INTRODUCAO

O crescente aumento no numero de transplantes nos ultimos anos tem gerado um
desafio significativo para a industria médica, devido a discrepancia entre a demanda de
tecidos e 6rgdos por parte dos pacientes e a disponibilidade limitada de doadores. Diversas
estratégias tém sido investigadas com o objetivo de mitigar essa problematica, e um campo
promissor para lidar com a escassez de doadores em transplantes é a engdehbatis de
(MAADANI; DAVOODIAN; SALAHINEJAD, 2023). A engenharia de tecidos € um
campo interdisciplinar que abrange areas como medicina regenerativa, ciéncia, engenharia
de materiais e biologia celular. Seu objetivo principal é estimular a regeneracéo de tecidos
danificados, visando restaurar as funcéepamais. Um dos componentes essenciais nessa
area sao oscaffolds que sao estruturas tridimensior@isosasitilizadas como suporte para
o crescimento celular. Cscaffoldspromovem a adeséo, proliferacdo e diferenciacao de
células vivas, facilitando a regeneracao tecidual. Além disso, eles oferecem estabilidade e
resisténcia mecanica na regido lesion@ldesenvolvimento decaffoldsna engenharia de
tecidos deve levar em consideracao a biologia do microambiente circundante da interface
entre o tecido e scaffold Essa interagdo determina aspectos como a composicao, estrutura,
funcBes e técnicas de fabricacdo deaffold Idealmente, osscaffolds devem ser
biocompativeis éiodegradaveis, apresentar porosidade adequada e interconectividade dos
poros, além de possuir estabilidade mecafdebtANG et al, 2023e) Para a fabricacdo de
scaffolds sdo empregaddsomateriais, que englobam uma variedade de materiais como

polimeros (sintéticos e naturais), metais e bioceraniaRIN, 2022)

A escolha do biomaterial na engenharia de tecidos depende do tecido ao qual se
destina. Diferentes tipos de biomateriais apresentam caracteristicas distintas que se adequam
as necessidades de regeneracao de tecidos espd&flibdsEB; SALAH; ELKASABGY,

2022) Por exemplo, para tecidos como a pele, que ndo requerem alta resisténcia mecanica,
os scaffoldspodem ser confeccionados exclusivamente com polinmatasais(SUAMTE

et al, 2023) No caso do tecido 6sseo, que precisa suportar cargas consideraveis, € necessario
um suporte mais resistente. Nesse sentido, € comum utilizar polimeros naturais em
combinagdo com materiais mais robustos, como polimeros sintéticos ou bioceramicas. A
hidroxiapatita, encontrada naturalmente no 0sso, € uma bioceramica amplamente utilizada

na fabricacdo descaffoldspara o tecido 6sse(FU et al, 2013) Além dos tecidos
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mencionados, a engenharia de tecitBmsbémabrange uma variedade de outros tecidos,
como os cardiovasculares, nervosos, cartilaginosos, entre (IHBNIA et al, 2022)

Dentre os polimeros naturais amplamente utilizados na engenharia de tecidos,
destacanse a quitosana e a gelatidaguitosana é um polissacarideo natural, policatiénico,
atoxico, derivado do processo de desacetilagé@alina da quitina. Possui propriedades
notaveis que a tornam atrativa para diversas aplicagbes no campo biomédico, como sua
biodegradabilidade, capacidade de cicatrizacdo de feridas, funcdes homeostaticas e
biofuncionalidade. Sua versatilidade permite@dagem em diferentes formas, como géis,
filmes, micro ou nanomateriaiscaffolds entre outros. Além de suas aplicagfes biomédicas,

a quitosana também encontra uso em outras areas, como detec¢cdo e remocao de corantes e
em embalagens(BISWAL; PUROHIT; SWAIN, 2023) A gelatina € uma proteina
desnaturada obtida por meio da hidrélise alcalina ou acida do colageno derivado de fontes
animais. Suggamade aplicacdo é ampjaestando presentem diversos setores, como
farmacéutico, cosmético e alimenti¢i®FAN et al, 2022) O interesse de aplicacdo da
gelatina no campo biomédico se deve a algumas de suas importantes propriedades como a
biodegradabilidadéEL-SEEDIet al., 2023) biocompatibilidade, baixa antigenicidade e alta
resisténcia a tracdMIRANDA et al, 2011) Tanto a quitosana quanto a gelatina séo
utilizadas na fabricacdo deaffoldspara diversos tecidos, como tecido 6sseo, cartilagem

pele e tecido cardiovascular. Suas propriedades e caracteristicas as tornam adequadas para
promover a regeneracao tecidual e melhorar as fungdes bioldgicas nos tecidos lesionados ou
danificadogRASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023ZHANG et al, 2023b,KAZEMI ASL,;
RAHIMZADEGAN; OSTADRAHIMI, 2023;BHARATHI et al, 2022)

Apesar das vantagens das matépiasias mencionadas, tanto a quitosana quanto a
gelatina possuem limitagdes comuns aos polimeros naturais. Ambas apresentam resisténcia
mecanica relativamente fraeauma taxa de degradacdo mais elevada em comparacédo a
materiais sintéticos. Além dessas limitacdes, a gelatina também apresenta baixa estabilidade
térmica, 0 que pode restringir sua aplicacdo em certas condicdes de processamento e
armazenamento. Por outtado, a quitosana produscaffoldscom menor porosidade e
absorcdo de 4gua em comparacdo a alguns outros biomat@B&ISAN et al, 2023;

NASIRI et al, 2022;RASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023)

Uma estratégia para superar as limitacdes, especialmente em termos de propriedades
mecanicas e taxa diegradacao, tanto da gelatina quanto da quitosana, é a inclusdo de um

agente reticulant® glutaraldeido (@ é amplamente utilizado como agente reticulante para
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proteinas e polissacarideos. Sua capacidade de reticulagdo tem sido comprovada como uma
estratégia eficiente para melhorar as propriedades fisicas e quimicas de biomateriais. A
reticulacdo ocorre por meio da interacdo do glutaraldeido com grupos funpi@saEstes

nas moléculas de diversos biomateriais, como aminas, hidroxilas, imidazois, tidis, entre
outros. Essa reacao de reticulagdo promove a formacédo de ligacdes cruzadas entre as
macromoléculas, resultando em uma rede tridimensional mais estavelisentes
(ALAVARSE et al, 2022) No entanto, € importante ressaltar que o glutaraldeido apresenta
alta citotoxicidade, o que restringe sua aplicacacseaffoldspara engenharia de tecidos
(KRISHNAKUMAR et al,, 2019)

Outra classe de materiais porgsdém dosscaffolds séo os géis de carbono. Porém,
sua aplicacdo ndo é direcionada para o campo biomédico, mas siaplpEedessomo
separacdo de gdPAI et al, 2022) adsorcdo de poluentes em fases gasosas e liquidas
(CASTROet al, 2021) isolante térmico, suporte catalitico, armazenamento de hidrogénio,
entre outros(REY-RAAP et al, 2016) Esses géis sao fabricados por meio da
policondensacdo de um hidroxibenzeno com um aldeido, utilizando o carbonato de sédio
como catalisador(FATHY; RIZK; AWAD, 2016). Dependendo do método de secagem
empregado, os géis podem ser obtidos na forma de aerogel, criogel ou xerogel, através da
secagem supercritica, criogénica ou subcritica, respectiva(@&id ROet al, 2021 ;DA
et al, 2022) Os reagentes precursores mais comumente utilizados nesse processo sao o
resorcinol (hidroxibenzeno) e o formaldeido (alde{@#@THY; RIZK; AWAD, 2016). No
entanto, esses precursores apresentam toxicidade e o resorcinol é relativamente caro. Como
alternativa, estdo sendo exploradas opcdes sugentaveis e viaveis economicamente

como a utilizacao de tanirem substituicdo@resorcino(SZCZUREKet al, 2011)

O tanino é um composto polifendlico de baixo custo extraido de diversas partes de
plantas, que possutaracteristicasinteressantes para o campo biomédico como as
propriedadesanticancerigenas, antioxidantes, amtiamatdrias, bactericidas e curativas
(ARISTRI et al, 2022) Embora os géis de carbono contendo tanino sejaplamente
utilizados em divemss tipos deaplicacdes(DAI et al, 2022) ainda ndo foram realizados
muitosestudos sobre sua aplicagéo na engenharia de tecidos, especialmente em associagaa

comscaffolds

A combinacéo descaffoldse géis de carbono apresenta um potencial interessante
devido as suas propriedades por@dZabANG et al., 2023e DAl et al, 2022) Uma vez que

a porosidade dos materiais utilizados na regenerdediecidos® uma caracteristica que
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desempenha um papel fundamental na proliferacéo celular, permeabilidade, transporte de
nutrientes e formacdo de vasos sanguinessenciaipara o0 processo de regeneracao
tecidual (ZHANG et al, 2022) Além disso,0 tanino possui propriedades vantajosas e
desejaveis que podem ser aplicadas na engenharia de tecidos, conforme mencionado
anteriormentd ARISTRI et al, 2022) Por fim, estudosgmdicam que a adi¢cao de tanino a
biomateriais compostos pode melhorar suas propriedades mec¢ARtaTRI et al, 2022)

e sabese quebiomateriais a base de gelatina e quitosana, sdo conhecidos por suas
deficiéncias nesse aspe€ASGHARI et al, 2022) Portantoa incorporacdo do tanino nos
scaffolds pode ser uma estratégia interessante para aprimorar as proprieeades
biomateriaigKRISHNAKUMAR et al, 2019)
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos € a ciéncia que busca direcionar a regeneracao de tecidos
danificados por meio do uso de substitutos biologicos. Seu objetivo é promover a
recuperacdo, manutencdo ou melhoria desses tecidos, aproveitando o potencial regenerativo
natral do proprio organismo para reconstruir suas estruturas compE*AsIG et al,
2023a)

Quando 6rgéaos ou tecidos do corpo perdem sua fungéo devido fatores como doenca,
traumas ou envelhecimento, ha uma degeneracao tecidual que impacta na qualidade de vida
dos pacientes. O método convenclgpera tratar e substituirgaos eecidos danificados
envolve o uso de enxertddo entanto, complicagcdes como infecchematoma na area
transplantada, rejeicdo do transplante pelo sistema imunolégico do hospedeiro
(HABIBZADEH et al, 2022) dependéncia vitalicia de imunossupressores e danaéemal
contribuido para a limitacdo na aplicacdo dessa abarddgaltademanda por transplantes
de 6rgaos e tecidos aliada a escassez de doadorés/ésin os cientistas a considerar
alternativas aosnétodostradicionais. Uma dessas alternativas € a engenharia de tecidos
(VARSHNEY; KUMAR; KAMBLE, 2023).

A engenharia de tecidos teve suas origens na década de 1970, quando os
pesquisadores Langer e Folkman realizaram estudos sobre a liberacdo controlada de drogas
utilizando polimeros, com o objetivo de inibir o crescimento de tuméass.trabalhentéo
foi seguido por estudos mEcadaseguinte em diversos laboratérios ao redor do mundo
queinvestigaam os efeitos da insercéo de células em substratos para analisar as interacdes
entre células e materiais, assim como o crescimecidual Os resultadosrpmissores
obtidos despertaram interesse na comunidade cientifica e estimularam a colaboracéo entre
diferentes campos de pesquisa, culminando no estabelecimento da engenharia de tecidos
como uma area interdisciplinar em pleno desenvolvim@u@UILLAS; MORONI; DE
BOER, 2023)

Através do uso de estruturas de supataffold3, a engenharia de tecidos tem a

capacidade dsimularas estruturas de tecid@SICAI et al, 2016) proporcionando um
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ambiente adequado para as células e fatores de crescimento, resultando na formacédo de
novos tecidos. Oscaffoldssao sintetizados a partir de biomateriais, os quais devem ser
biocompativeis e biodegradaveis. A escolha do biomaterial deve estar em consonancia com
as propriedades do tecido que sera apli¢cRERAMANIK et al, 2023)

Emboraos materiais disponiveis atualmente possam sobreviver no corpo e estimular
a proliferacao celular, ainda ha uma diferenca entre as matrizes poliméricas produzidas e os
tecidos humanos. Isso ocorre devido a complexidade e ao dinamismo dos tecidos, o que
torna dificil replicalos. Portanto, é necessério definir claramente os materiais utilizados,
suas aplicagcbes e os melhores pontos de desempenho, além de um design mais complexo em
nivel micropara sintetizar dispositivos mais semelhantes aos tecidpedieiros a que se
destinamBAO et al,, 2023)

A engenharia de tecidos é um campo abrangente, sua aplicacdo se estende para
variadostipos de tecidos, tais como: tecido 0ssegjdo cartilaginoso, tecido cutaneo e
tecido cardiovasculaiDHANIA et al, 2022) Os topicos a seguir exploraalgumas ds
aplicac6es especificas da engenharia de tecidos com mais detalhes.

2.1.1Engenharia de tecidos 6sseo0s

A engenharia de tecidos 6sseos € um campo interdisciplinar que tem como objetivo
corrigir e substituir tecido 6sseo danificaf@@REZUMA et al, 2023) Depois do sangue o
0SSO0 € 0 material mais transplantado do mu@@RJUNAN et al, 2022) Metade das
doencas crbnicas em pessoas com mais de 50 anos sao atribuidas a problemas 0sseos e suas
consequéncias. Defeitos ou lesbes 6sseas, causados por fatores como idade, acidentes,
fraturas ndo consolidadas, tumores, entre outros, representam desafios enfrentados pela

ortopedia e tém um impacto significativo na qualidade de vida do pa@untt al, 2019)

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuriiUINQUEIRA;
CARNEIRO, 2013)responsavel por varias fungdes no organismo. Ele atua como suporte
para os musculos esqueléticos, oferece protecdo aos 6rgédos, desempenha um papel na
hematopoese e funciona como reservatdrio de min€fOMPSON, 2012)Além disso,

o tecido 0sseo abriga e protege a medula 6ssea, além de ter um papel na absorcéo de toxinas
e metais pesados, prevenindo danos ao orgarfildddQUEIRA; CARNEIRO, 2013)
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O tecido 6sseo é composto por uma combinagdo de matéria organica e inorganica.
Os componentes inorganicos sao principalmente fosfatos de calcio, especiahrfentea
hidroxiapatita(HA) ( PERI1 L KA LeA BE2019L A HA desempenha um papel
crucial em varias atividades metabolid@®U et al, 2022) e apresentalta dureza e
excelentes propriedades osteocondut¢EBELHO et al, 2020) J& amatéria organica
corresponde a cerca de 40% da composicdo 0ssea e consiste principalmente em colageno
(98%), proteoglicanos e proteinas r@dagenas, enquanto as células, como osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos, representam o resBH®OMPSON, 2012)E a componente

organica que confere ao 0sso suas propriedades elasticas e flexilji¥i@adet al, 2022)

Embora o tecido 6ésseo possua capacidade de autorregeneracéo, lesées que exceden
o dobro do diametro do osso comprometido podem resultar na formacéao de tecido cicatricial,
requerendo intervencdo medi@dAIA et al, 2022) Em casos de fratura, o tecido 6sseo
perde sua estabilidade mecanica, assim, € crucial iniciar prontamente e de forma adequada a
intervencao para promover a consolidacédo 6ssea, visando facilitar uma recuperacéo eficiente
do tecido e restabelecer sua estdatde mecanicé.l; KACENA; STOCUM, 2019)

A consolidacao 0ssea é um processo complexo que ocorre em estagios sucessivos
(CHOW et al,, 2022) Ele compreende uma fase inflamatéria, uma fase de reparo e uma fase
deremodelaca@VOLLER et al, 2022) Durante a fase inflamatoria, ocorre a formacgao de
um hematoma e a liberacéo de citocinas por células inflamatorias, estimulando a migracéo
celular e o fluxo sanguineo na regido da fratura. Os osteoclastos desempenham um papel
crucial na reabsorcdo dos fragntos 6sseos. Essa fase se inicia imediatamente apds a
fratura, intensificese apds vinte e quatro horas e persiste por até set6CeH&EN et al,

2020) Na fase de reparo, as célutasnco mesenquimais (CTMs) se diferenciam em
osteoblastos e iniciam a formacao do novo tecido 6sseo. Nesse estagio, ocorre a formacao
do calo 6sseo, que pode ocorrer por ossificagdo intramembranosa ou endocondral. O calo
0sseoé uma estrutura temporaria que une as partes fraturadas e proporciona estabilidade
durante o processo de cicatrizacdo. Na ultima fase, ocorre a remodelagdo do calo 6sseo
através da atividade dos osteoclastos e osteoblastos. Os osteoclastos reabs@tream a
O0ssea existente, enquanto 0s osteoblastos sintetizam e depositam nova matriz 0ssea,
resultando na remodelacéo gradual e no fortalecinttisso fraturad@/OLLER et al,

2022)

Alguns dos métodos atualmente empregadostratamento de fraturas Osseas

incluem autoenxerto, aloenxerto e substitutos sintéfd@dA et al, 2022) O autoenxerto
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0sseo é considerado o0 paddioo atual, porém apresenta desvantagens, como
disponibilidade limitada do material, reabsor¢éo variavel, risco de danos na area doadora,
baixo indice de sucesso em determinadas regides e a necessidade de multiplas intervencdes
cirdrgicas. Em contraste, o aloenxerto 6sseo possui disponibilidade substancialmente maior
de material, mas apresenta desvantagens, como risco de transmissdao de doengas e
possibilidade de rejeicdo. J& os materiais sintéticos, como o0s implantes metidiicolos

em proteses articulares, placas e parafusos, sao aplicados para fornecer suporte mecanico e
estrutural em certos casos. No entanto, eles também apresentam desvantagens, como alta
rigidez, risco de fratura e infeccéo, fadiga, falta de integraggoactecido hospedeiro e
possibilidade de extrus§g&RJUNAN et al, 2022)

A regeneracdo O0ssea na engenharia de tecidos wi&éoldspara estimular o
crescimento de novos tecidos OssedU et al, 2017) Essesscaffoldssdo estruturas
projetadas para reproduzir a matriz extracelular e a estrutura @3seat al, 2019)
Portanto, é essencial que esseaffoldspossuam porosidade, composicéo e propriedades
mecanicas semelhantes as do osso na(BRGADEVAN et al, 2023) Seuprincipal
objetivo épromover adesao, proliferacéo e diferenciacdo celular para facilitar a regeneracéo
0sseqQU et al, 2019)

2.1.2Engenharia de tecidos cartilaginosos

A engenharia de tecidos cartilaginosos éamoda engenharia de tecidos gse
dedica a criacdo dweateriais analogos a cartilagéstaffold3 com o objetivo de substitui
la e estimular sua reparacdo em casos de (@dd@t al, 2022c) Todos os anos, milhdes
de pessoas sofrem com disfunc¢des da cartilagem, resultando na diminui¢cdo de sua qualidade
de vida(GHADIRIAN; KARBASI, 2023). As lesdes articulares podem ser resultado de
trauma, degeneragao ou doencgas, ocasionando a perda de sua estrutura €&Zfdbcées
al., 2022) Até a degradacédo dos componentemdtriz extracelularMIEC) da cartilagem,
as lesbes sdo assintomaéticas, dificultando ainda mais o tratafN&JAF| et al, 2023)
Cirurgia, autoenxertos, aloenxertos e substituicdo articular, sdo algumas das técnicas
utilizadas para tratar as lesdes na cartilagem, mas esses procedimentos tradicionais se
mostram ineficaze€GHADIRIAN; KARBASI, 2023).
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O tecido cartilaginoso é responséavel por absorver impactos, reduzir o atrito entre os
0ssos e fornecer suporte aos tecidos m@E@sIQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ZHANGt
al., 2023a)E um tipo de tecido conjuntivo envolto pelo pericondrio, com excecéo da regiéo
articular (SANCHO-TELLO et al, 2019) E constituido principalmente poondrécitos e
matriz extracelulat Kk ENOL ; ¥ Z b Rerico2dfo2 @m tecido fibroso e denso que
reveste a maior parte das superficies cartilaginosas, composto por colageno tipo I. Ele possui
a capacidade de proteger a cartilagem de lesdes, além de contribuir para suas propriedades
mecanicas e facilitar@ndrogénes€SUN et al, 2021) Devido a essa Ultima caracteristica,
o transplante de pericondrio € uma alternativa para a reconstrucdo de superficies articulares
(DOU et al, 2021) Os condrdcitos, as Unicas células presentes na cartilagem, derivados de
célulastronco mesenquimaisao responsaveis por secretarem diversos componentes da
MEC (SANCHO-TELLO et al, 2019)

O autorreparo do tecido cartilaginoso € limitado devido ao baixo nimero de células
e suas caracteristicas avasculagsurais e alinfaticas, que dificultam o acesso aos
nutrientes(WEI et al, 2021) As doencas relacionadas a cartilagem normalmente estdo
associadas a ocorréncia de traumas, acidentes e doengas autoimunes e degenerativas, com
artrite reumatoide e osteoartriteEITE PEREIRA; LAMGHARI; SARMENTO, 2022)
Cartilagens quando lesionadas, apresentam deterioracdo de suas caracteristicas de suporte
de carga, 0 que a torna mais suscetivel ao desgaste, além de uma possivel resposta
inflamatéria, que elevam os niveis de citocinas sinoviais que agrava a degeadagéaao
tecido(PATEL et al, 2019)

As opcOes terapéuticas para doencas degenerativas e traumaticas da cartilagem
envolvem vérias abordagens. A gestdo dos sintomas pode ser alcancada por meio da
administracdo de analgésicos e, especialmente em articulacdes, por meio da aplicacao intra
articdar de corticosteroides, acido hialurénico ou plasma rico em plaquetas. Intervencdes
cirirgicas, como implantes de proteses, aloenxertos e autoenxertos, também sao
consideradas. Além disso, a medicina regenerativa desempenha um papel importante,
incluindoa implantacao de condrdcitos autdlogos ou produtos de implantacdo de condrocitos
autologos induzidos por matiizEITE PEREIRA; LAMGHARI; SARMENTO, 2022)

A abordagem cirargica € largamente utilizada para tratamento de danos cartilaginoso,
especialmente em defeitos condrais, porépnesenta limitacoeprincipalmente a longo
prazo(FAZAL; LATIEF, 2018; PATELet al, 2019) A engenharia de tecidos representa

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

2.1.3Engenharia de tecidos cutaneos

A pele éo maior 6rgao do corpo humano, com superficie aproximada variando entre
1,5 e 2 m? e correspondendo a 16% de massa corporal total de um(sldiKNIGHT;
SHAH; HARGEST, 2022; PLOTCZYK; HIGGINS, 2019; X&& al, 2022b) Dentre suas
funcdes, se encontram a protecdo contra microorganismos, termorregulacao,
armazenamento de agua, tato, sintese de vitamina @@KNIGHT; SHAH; HARGEST,
2022) Ela est& suscetivel a diversas doencas como cancer, sendo o de pele o que mais
incidente em humand$UANG; DING; RASHID SHEYKHAHMAD, 2023)e doencas
cronicas como dermatite atépica, acne vulgaris, psoriase, vitiligo, alopecia areata,
hidradenite, entre outra@CHRISTENSEN; JAFFERANY, 2023)A pele também é
suscetivel a danos como queimaduras, sendo sua ocorréncia o quarto tipo de trauma mais
frequente KHALILIMOFRAD et al, 2023) Em algumas situagdes, os danos causados na
pele sdo tdo extensos que € necessario realizar o transplante desse tecido, mas devido a
guantidade limitada de pele disponivel, este recurso nédo é tao explBE&EN et al,
2023) Além disso, os transplantes convencionais apresentam riscos de rejei¢cao, transmissao
de infeccbes, necessidade de cirurgia adicional para retirada do tecido doador. Nesses casos,
a utilizacdo descaffoldspodeser uma alternativa viavel para o tratamento de pacientes
lesionados, uma vez que promove a regeneracédo do tecido daniifédB&Net al, 2023;
MADNI et al, 2021) O gerenciamento de feridas profundas e extensas representa um dos
desafios mais complexos no campo médico. Para alcancar uma cicatrizacao rapida e eficiente
da lesdo dérmica, bem como restaurar a funcdo de barreira e a integridade da pele, é
necessariogalizar uma abordagem inicial adequada. A aplicacdo de técnicas de engenharia
e regeneracdo de tecido cutaneo se mostra uma solugdo econdmica e de facil utilizacdo na
criacao de enxertos de pele sintéticos ou modificados, que podem ser empregadoarpara trat
tanto feridas cutaneas agudas quanto croffc@SHARI et al.,, 2022)
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A pele em sua estrutura é composta pela epiderme, derme e tecidos subcutaneos
(ZHANG et al, 2022) A epidermeé a camada mais externa da pelé constituida por
quatro camadas: estrato basal, estrato espinhoso, estrado granuloso e estrato corneo. A regiac
palmoplantar apresenta, além das camadas citadas, mais uma camada (estrato lucido)
localizada entre o estrato granuloso e cérneo. A epidértoenposta por diversos tipos de
células, tais como os queratindcitos, melandécitos, células de Langerhans e células de Merkel
(PLOTCZYK; HIGGINS, 2019) No entanto, aprincipal célula da epiderme é o
queratindcito, responsavel pela formacdo das camadas (ou estratos), através da sua
diferenciagao progressiva no processo de queratiniZig®HARA; KLEIN, 2009). Os
melandcitos sdo responsaveis por produzirem melanina, determinando a pigmentacdo da
pele MOHAMED; HARGEST, 2022) J4 as células de Langerhans atuam como células
apresentadoras de antigenos, promovendo a resposta (WMEKNIGHT; SHAH;
HARGEST, 2022)Por fim, as células de Merkel sdo mecanorreceptores responsaveis pela
sensibilidade tatil e estdo localizadas majoritariamente na camadgB@SHAIANGER;
LENORMAND, 2018) A membrana basal, situada entre a epiderme e a déihk LI,
MARINKOVICH, 2005), forma uma interface adesiva entre as células destas duas camadas,
atuando como barreira de permeabilidade, além de participar da diferenciacad€€ular
MARINKOVICH, 2010).

A derme, localizada entre a epiderme e a hipoderme, é a camada da pele que promove
suas caracteristicas de durabilidade, forca e flexibilidade, sendo constituida
predominantemente por tecido conjuntfddOHAMED; HARGEST, 2022) A principd
célula da dermeé o fibroblasto, responsalveor sintetizar varios tipos de colageno
(principalmente tipos | e Ill) e outros compostos da matriz extracelular. A derme também
conta com foliculos pilosos, nervos, vasos sanguineos, glandulas sudoriparas e sebaceas
(STOJICet al, 2019) Os fibroblastos estdo presentes na pele e na maioria dos tecidos e
orgaos do corpo, sendo o princigaimponentalo tecido conjuntiv WLASCHEK et al,

2021) Além da sintese de coladgeno e producdo da matriz extracelular, atuam também na
cicatrizacdo de feridas e reparacdo de tec{d&8SCHARAK; DESJARDINSPARK;
LONGAKER, 2020)

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

traumas. A hipoderme é dotada de uma camada de componente gorduroso, que atua no
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isolamento e reservatorio metabdlico, repleto de cétuaeo adultas, que podem se
converter em outros tipos de célUJERARLSON, 2019)

A pele € um 6rgdo que possui capacidade regenerativa. Quando lesionada, diversos
eventos fisioldgicos iniciam imediatamente para reaver sua integridade e funcéo, combater
infecces e remover detritos celula(PEOTCZYK; HIGGINS, 2019) A regeneracdo da
pele pode ser dividia em trés fases: hemostasia e resposta inflamatoria, estagio de
proliferacéo e estagio de remodela¢BAN; ZHANG; GAO, 2021)Apos a lesdo da pele,
rapidamente as células imunes come¢am uma resposta inflamatéria na regido da ferida
(SCHREMENTI; CHEN; DIPIETRO, 2018)este processo se inicia com a homeostasia.
Para que ndo ocorra intensa perda de sangue, durante a homeostasia, 0s vasos sanguineos
préximos da lesédo sdo submetidos a vasoconstricdo e ocorre um acumulo de plaquetas para
formar um tampé&o, denominado tromiofase inflamatoria é caracterizada pela infiltracéo
de células imunes, primeiramente os neutrdéfilos seguidos pelos macréfagos para neutralizar
microrganismos e absorver detrif@©O0 et al, 2022) A fase de proliferacéo se inicia 24 a
48 h apés a lesd@ marcada pela acdo dos fibroblastos, que se proliferam e sintetizam
componentes da matriz extracelular, como colageno tipo Ill, &cido hialurénico e
fibronectina, convertendo o coagulo em um novo tecido conjuf@ASTANO et al,

2018) Durante essa fase, ocorrem processos como angiogénese, reepitelizacao e formacéao
do tecido de granulacddlAZARNEZHAD; KARGOZAR; HAMBLIN, 2022). A etapa de
remodelacédo, pode se estender por meses ou anos, e compreende no amadurecimento do
tecido cutaneo subjacente juntamente com a formacéo de cicatrizes. Nesta etapa o colageno
tipo Il € substituido pelo colageno tipo I, ocorrendo a degradacacomponentes
desnecessario da MEQLOO et al, 2022) e os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos, ocasionando a contracdo da ferida, por fim, a vasculatura recente do tecido
de granulacao regride e o tecido cicatricial é form@dZARNEZHAD; KARGOZAR;
HAMBLIN, 2022).

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

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

2.1.4Engenharia de tecido cardiovascular

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

O coracdo é essencial para a manutencao do equilibrio do organismo. O tecido
muscular cardiaco, conhecido como miocardio, representa a maior parte da massa cardiaca
e é responsavel pela funcdo de bombeamento. No entanto, o infarto do miocardio é uma
complicacdo comum das doencas cardiacas, ocorrendo quando as principais artérias
coronarias estao obstruidas, reduzindo o suprimento de sangue para o musculo cardiaco. Isso
leva & morte das células musculares cardiasasyminadasardiomidcitos. O miocéardio
sdre lesdes irreversiveis em um curto periodo de tempo devido a falta de oxigénio e
nutrientes. Ao longo do tempo, a parede do ventriculo infartado se torna fragil e dilatada,
comprometendo a funcdo de bombeamento do co(&¢dieN; COHEN, 2023)

Recentemente, novas abordagens tém surgido no campo da reparacdo de defeitos
cardiovasculares, como a implantacdo de células terapéuticas, o uso de biomateriais e a
aplicacdo de patches cardiacddgngenharia de tecidos cardiovasculares tem sido explorada
nas ultimas décadas com a finalidade de desenvolver tecido cardiaco fuiiMONEBINI
et al, 2019) Porém, ainda existenesafios significativos devido a complexa arquitetura do
coracao, apesar dos avangeslizadosEsseprocesso envolve uma série de variaveis, tais
como a selecao de materiais adequados e sua compasigiieps fatores sao levados em
consideracdo, como a selecdo de materiais apropriados e sua composi¢cdo, metodos e

condicOes de fabricacéo, escolha do tipo de célula adequada, além das propriedades fisicas,
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entre outros(RAFIEYAN et al, 2023) Apesar dos desafios, a engenharia de tecidos
cardiovascularelsusca sup@los, oferecend@lternativas promissoras para o tratamento de

doencas cardiacas e a inducao da regeneracéo do tecido c@vididtBINI et al., 2019)

2.2 Scaffolds

Scaffoldssdo uma parte fundamental na engenharia de te¢MBRMUSAVI,
AHMADIAN; KARBASI, 2022), uma vez que sdo estruturas tridimensionais de suporte que
mimetizam as propriedades e funcdes de tecidos bioldgicos, permitindo o desenvolvimento
das élulas(VARSHNEY; KUMAR; KAMBLE, 2023), através dadesao, proliferacdo e
migracao celuladevandoaformacéo de novos tecid@®HANIA et al, 2022) Podem ser
classificalos de acordo com sua origem ederivados naturais (polimeros naturais)
derivados sintéticos (polimeros sintéticas)acelulares/descelularizados (originados de
tecidos humanos ou animais tratados para eliminar células e antigenos, mas preservando sua
estruturaY SOMUNCUe et al,, 2019)

2.2.1Propriedades doscaffolds

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

A porosidade é uma propriedade dos materiais que indica a proporcdo de espagos nao
preenchidos em relacdo ao volume total do matgribl; LU; ZHAI, 2022). O método de
fabricacdo do suportes¢affold tem um impacto direto nessa propriedade. Diferentes
meétodos, como lixiviagao de sghs foamingseparacao de fases, liofilizacao e sinterizacéo,
sao utilizados para fabricacaffoldscom porosidade controlad@gARAGEORGIOU;
KAPLAN, 2005) Além da porosidadeo tamanho e a interconexdo destes poros sao
caracteristicas importantedla regeneracédo tecidual tamanho dos poros impacb
crescimento celularAssim, 0 tamanho inadequadcegboros interfere na permeabilidade
celular, limitando o transporte de nutrientesde residuos metabdlicosmpedndo a

formacado de vasos sanguineos. &maffoldsutilizados para regeneracdo da pele, a alta e a
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baixa porosidade doscaffolds contribuem para adesédo, difusédo e proliferacdo dos
fibroblastos, mas somente a alta porosidade fornece o ambiente necessério para a migragdo
e infiltrac&o celular, porém, a porosidade excessiva prejudica as propriedades mecanicas do
scaffolds sendo necessario um equilibrio entre extremog GHAFARI et al, 2022)

Existem varios métodos utilizados para determinar a porosidade e o tamanho dos poros em
scaffolds A porosidade total pode ser medida por gravimetria, enquanto a porosidade e o
tamanho dos poros podem ser determinados por meio de porosimetria de intrusdo de
mercurio. A porosidade aberta pode ser avaliada pelo método de deslocamento liquido. Além
dissq imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) séo frequentemente utilizadas
para medir a porosidade e, mais especificamente, os tamanhos dos poros, com o auxilio de
softwarede computador para andlise de imag8MmRAGEORGIOU; KAPLAN, 2005)

A resisténcia mecanica de wraffolddetermina se o material suportara a carga que
serd submetidKANWAR; VIJAYAVENKATARAMAN, 2021) . A propriedade mecéanica
€ uma caracteristica fundamental dos materiais, pois desempenha um papelccaunigio
da selecdo de cenérios de aplicacéo, definicdo de parametros e no desenvolvimento desses
materiais. Essa propriedade é influenciada por diversos fatores, incluindo a composi¢céo do
material, 0 método de processamento utilizado e a microestrutura resiB@h€et al,
2023) Geralmente, as propriedades mecanicas dos materiais sdo avaliadas por meio de testes
de compressao em equipamentos especificos, que sdo amplamente utilizados como método
padréo para medicédo de dureza. Esses testes permitem determinar importantesq@a®prieda
mecanicas, tais como mddulo de elasticidade, resisténcia a flexao, tenséo de fratura, entre
outras(PATRA; PANDEY, 2022)

Biocompatibilidade éa caracteristica do scaffolds que diz respeitoa suas
propriedades anthflamatoriss e a auséncia desposta imune prejudicCiREVATI et al,
2022) portanto, unrscaffoldbiocompativel interage com o organismo sem acarretar efeitos
toxicos ou inflamatérios(MIRMUSAVI; AHMADIAN; KARBASI, 2022). Desde a
primeira implantacdo de biomateriais no corpo humano, ficou evidente que ocorrem
interacOes entre esses materiais e 0 sistema corporal, 0 que tem um impacto significativo na
capacidade do material de desempenhar adequadamente sua fungédo demperéteio de
tempo desejad@s caracteristicas dessas interacfes variam de uma situagdo para outra. No
entanto, € amplamente aceito que um biomaterial deve agir ativamente no ambiente em que
esta inserido, em vez de simplesmente existir. Além disse jateporcionar a resposta mais

apropriada para a aplicagdo especifica a que se destina, levando sempre em consideragéo ¢
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contexto dessa aplicacdo para determinar sua biocompatibilidade. Esse ultimo ponto é de
extrema importancia, pois a biocompatibilidade de um determinado material varia de acordo
com a situacdo em que é utilizado. A biocompatibilidade é mais uma carmeteléstim

sistema materidiecido do que uma propriedade intrinseca de um material especifico. No
entanto, € valido ressaltar que alguns materiais sdo naturalmente mais biocompativeis do que
outros(WILLIAMS, 2012).

A bioatividade é a capacidade de um material desencadear uma resposta biologica
especifica na interface com os tecidos, resultando na formag¢do de uma ligacdo entre os
tecidos e o material. A medida da bioatividade pode ser realizada através da taxa de
desavolvimento da ligacao interfacialCAO; HENCH, 1996)A bioatividade envolve uma
série de eventos biolégicos que estdo intimamente relacionados as caracteristicas dos
biomateriais. Esses processos contribuem para o desempenho dos sistemas biolégicos e
podem ser identificados como parcialmente responsaves gedempenho de um
biomaterial. Quando se busca investigar a atividade clinica benéfica dos materiais bioativos,
uma abordagem apropriada € iniciar com o0s mecanismos fundamentais associados as
caracteristicas biolégicas inerentes dos tecidos e/ou célutase em seguida, identificar
possiveis maneiras pelas quais o biomaterial pode influenciar essas caracteristicas
(WILLIAMS, 2022).

A degradacao dscaffoldprecisa ocorrer em uma taxa equivalente a formacao do
novo tecido, para quendo cau® efeitos adversos no organismIRMUSAVI;
AHMADIAN; KARBASI, 2022). Se a taxa de degradacao de soaffoldfor elevada, sua
estrutura porosa pode colapsar, resultando na obstrucdo da transferéncia de massa e na
necrose do tecido. Por outro lado, uma taxa de degradacdo baixa pode dificultar a
regeneracao tecidual, levando a formacéao de cdpsulas fibrosasle fateggracao adequada
do scaffold com o tecido hospedeiro. Portanto, a cinética de degradac&uadfold
desempenha um papel crucial na regeneragéo tecidual. A degradagéaaffibdsenvolve
diversos mecanismos complexos que sao influenciados poedabooquimicos, fisicos,
geomeétricos e mecanicos. Essa complexidade decorre do fato de que a
degradacéo/reabsorcdo segue uma cinética Unica em cada paciente, devido as caracteristicas
especificas de suas matrizes extracelulares e tipos celulares ersidfatbmes como idade,
condicao nutricional, doencas subjacentes, estilo de vida, sexo e outros fatores relacionados
podem influenciar a capacidade regenerativa dos pacientes e, consequentemente, a taxa de

degradacéo necessaria staffold No entanto, é gssivel manipular a taxa de degradacao
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do scaffold por meio de ajustes na composicdo do material, modificagbes ambientais,
métodos de fabricacdo, design da estruturasciffold e caracteristicas da superficie
(TAJVAR; HADJIZADEH; SAMANDARI, 2023)

2.2.2Materiais utilizados na fabricacédo deaffolds

Os biomateriais implantaveis ndo degradaueigivo podem levar a uma resposta
inflamatoria do organismo, comprometendo o procedim@itet al, 2019) devido a isso
os scaffoldsnormalmente sdo fabricade®m biomateriais degradavegue podemser
sintéticos, naturais ou hibridlSERRANGAROCA et al,, 2022)

Celulose, quitsanaécido hialurénico, amid@|lginato, elastinagolageno, gelatina,
seda, queratina sdo alguns dos polimeros naturais utilizados na fabricasgaifalds
dentre suas vantagens estdo sua biocompatibilidade, facil disponibilidade, valores acessiveis
e nao toxicidade, porém, possuem propriedades mecanicas ndo adequadas e sao de dificil
reproducaalevidoa variagdma composicdo. Os biomateriais sintéticos como polietileno
glicol (PEG), policaprolactona (PCL), poliuretano, polimetil metacrilato (PMN&pol
polivinilico (PVA), poliestireno, polietilendereftalato possuem propriedades mecéanicas
superiores aos polimeros naturais e possuem maior reprodutibilidade, mas proporcionam
menor adesao celular, s&o menos biocompativamsesentancusto elevadoOs scaffolds
hibridos séo produzidos através dambinacdode polimerosa fim de melhorar suas
propriedade$SUAMTE; TIRKEY; BABU, 2023) Como exemplo, podemos citaradicdo
de elastina aoscaffoldsde colagenogue resulta nenelhora das propriedades bioldgicas
mecéanicag RY AN; O 6 B R.IA& adlicionar @elumge acsaffoldsde quitosana, é
possivel aumentar a resisténcia mecéanica, a capacidade de intumescimento, a adesao e

proliferacéo celular, enquanto se reduz a taxa de degraddd&ARJAN et al, 2021)

2.2.3Métodos de fabricacéaood scaffolds

Diversos métodoséao utilizados na fabricacdo decaffolds(Tabela 1) tais como
eletrofiacao, liofilizacdogas foamingimpressao 3D, bioimpress§8ERRANOGAROCA
et al, 2022) fundicdo com solventeentre outro$ZHANG et al, 2022)
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Eletrofiacdo(Figural) é uma técnica aplicada para producdo de micro/nanofibras
utilizando solucdes poliméricas, que sdo submetidas a um alto potencial elétrico que
ocasiona jateamento, dobramento, alongamento e afinamento de um jato po(@®Yito
TAN, 2023; S MEKERVACKAFWIARY2022). Durante o processoplsre a
influéncia de um alto potencial elétricopolimerocontido na seringé expelia através da
fieira, 0 solvente ali presente se evapora e as fibras séo depositadas noQaéetdo. uma
gota de polimero liquido é submetida a um alto potencial elétrico, ela sofre deformacao,
sendo atraida para uma regido de baixo potencial. Essa deformacdo daauiacida
como ficone de Taylar (GHORANI; ALEHOSSEINI; TUCKER, 2017) Porém, a
uniformidade do material é afetada pdiagas exercidas pelo campo elétrib sistema
classico de eletrofiagdo conta com um unico coletor aterrado e um bocal giratfinode
amenizar estes problemas, novas técnicas foram empregadas, utiliza@sdie um bico
giratorio, diferentes modelos de coletor, ou inclusive a utilizalgimais de um coletor,
além de eletrodos adicionais utilizados para moldar as linhas de campo €l&@rida GK A ;
FIRYCH-NOWACKA; WIAK, 2022).

Figural - Representacéo da técnica de eletrofiacao utilizada para fabricagéaffoéds

Seringa

. Cone de Taylor ~
Solugio polimérica ’

Fieira

Jato ligmdo

Fonte de
alimentacio

de alta
tensio /
Coletor

Adaptado deGhorani; Alehosseini; Tucker (2017)

A técnica de liofilizagaqFigura 2)consiste na remogéao de solvente de uma solucao
polimérica através da sublimacdBERRANGAROCA et al, 2022) O processo de

liofilizacdo é um procedimento que se desenvolve em trés etapas sequenciais. Inicialmente,
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ocorre o congelamento ou a solidificacdo do solvente presente no material, ocorrendo sob
baixas temperaturas e pressdo atmosférica. Esse processo resulta na transformacédo do
solvente em cristais de gelo. Na fase subsequente, denominada primeira etapgeia,se

a pressao dentro da camara é reduzida para criar um vacuo controlado. Isso facilita a remocéo
da &gua presente no material por meio da sublimagéo, onde a agua passa diretamente do
estado sélido (gelo) para o estado gasoso (vadariase final, comecida como a segunda

etapa de secagem, a umidade restante na camara é removida por meio da dessorcao. Ness
etapa, as condi¢cdes de vacuo sdo acentuadas, e a temperatura € aumentada em relacdo
primeira etapa de secagéBLBRINK et al, 2023) Esta técnica @mplamente aplicada nas
industrias farmacéuticas e alimentidi@8/ KEGAWA; KONO; NAKAGAWA, 2022)

Figura2 - Técnica de liofilizagdo empregada no processo de secagscaffidds

= .
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-
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[ = =
Solugdo polimérica iy i
Etapa 1: Formagdo dos Etapa ? e 3: Secagem
cristais de gelo no liofilizador

(congelamento)

Adaptado deWahidet al (2018)

Gas foaming uma técnica utilizada para fabricar matrizes altamente porosas, este
método consiste na inducéda formacéo de um gas inerte, como o diéxido de carbong (CO
ou nitrogénio (N), no interior de uma solugcdo. O gas converte a solucao liquida em uma
espuma, que € congelada para a estabilizacdo de sua fase Aqudisl essa etapa, o material
€ submetido@processo de liofilizacd®OURSAMARet al., 2015)

A fundicdo com solvente é uma técnica tradicional para formacéo de filme através
da evaporacdo do solventeesponsavel pelo aumento dancentracdo de sélidos e o
surgimento de interagdes intermoleculares de longo al¢@is&lG et al, 2020) Nese
procedimentpprimeiramente ocorre a solubilizagcdo dos reagentes formadores dos filmes,

quesdoentdodepositadogm substratos planos e sesob condi¢céebrandag S AL E-V 1 L
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J E L ¢t AL, 2023) O solvente utilizado durante este processo necessita ser quimicamente
estavel e de alto ponto de ebulicdo, pois sua rapida evaporagédo pode afetar as propriedades

da membranésuperficie e microestruturé)! et al, 2012)

Impresséo 3D é a fabricacdostaffoldampressos camada poma impressora 3D
A bioimpressdo3D é semelhante a impressao 3D, porém, sua matéria prima sao
biomateriais, como células e fatores de crescimento, sendo possivel controlar com exatidédo
a fabricacdo do materiBOGALA, 2022) Na bioimpresséo 3D, o principal componente é

a biotinta, podendovariar suas propriedades de acordo com o tecido em que sera aplicado,

promovendo adeséao, proliferacdo e diferenciacido c€RISEEESet al, 2023)

Tabelal - Vantagens e desvantagens dos métodos de fabricac&oadifudds

Método

Vantagens

Desvantagens

Eletrofiacao

Liofilizagcéo

Gas foaming

Fundicdo com

solvente

Bioimpressao

Boa migragdo de célulasdto fator de
crescimento(ZHANG et al, 2022) baixo
custo (KAZEMIANRAD; KOOCHEKI;
GHORANI, 2023) e pocesso controlave
(ZHANG et al, 2023d)

Melhoria na capacidade de armazenamen
transporte dos materiaispreservacdo d
estrutura do material durante o processc
(SUKEGAWA,; KONO;
NAKAGAWA, 2022), reducdo da oxidaga
dos materiaie wiformidade do tamanho de
particulagyDONG et al,, 2021)

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

Espessura uniforme do filmeexcelente

secagem

transparéncia propriedades  mecénice
satisfatorias(WANG et al, 2020) baixo
custo e fabricacdo relativamente simpli
(KUMAR; SIDPARA; RACHERLA, 2023)
Processo estavel, alto controle e precisac
distribuicdo celularbaixo custo(XU et al,
2022a) e possibilidade dempressdo de

materiais biolégico§ZHANG et al, 2022)

Didmetro dos poros pequenosstrutura
irregular(ZHANG et al, 2022)e toxicidade
dos ®lventes utilizadogFRANCIS et al,

2023)

Tempo de secagem (SUKEGAWA;
KONO; NAKAGAWA, 2022) e wstos
operacionais elevado$GRACE et al,
2022)

Formacdo de poroaleatdria(ZHANG et
al., 2022)

Poros nao interconectad@@HANG et al,
2022)

Poros extremamente regulares, podel
divergir com o tecido a ser aplicac
(ZHANG et al, 2022)

Fonte Autor
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A capacidade de manipular as propriedades fisicos quimicacalkbsldspermite
gue estesejam adaptados de acordo com os requisitos de apliGERRANCAROCA
et al, 2022)

2.3 Biomateriais

Biomateriais sdo substansisintéticas ou natura{gxceto farmacos)tilizadas para
tratar ou substituir tecidg orgas e fungdes corpaais (HNEDA; GOMES, 2022) Os
biomateriais precisa apresentar propriedades biocompativeis e biogradradd{&isZ;
BURDICK, 2018) A biocompatibilidade é a capacidade de um biomaterial atuar no tecido
hospedeiro sem causar efeitos adve(@tNODKUMAR; AMRUTHA; NAGESH, 2022)
A biodegradacao é processo deegradacdo dbiomaterialdecorrente d exposicdo ao
ambiente bioldgicopodendo ser causada pela presenca de 4gua e oxigémicomo por
processos biolégicos desencadeados por resposta inflanfatdi&NGER; KERR, 2023)
Os produtos da biodegradacédo devem ser atoxicos e facilmente metabolizados e eliminados
pelo organismayma vez queualquer substancia externa ao corpo € reconhecigaitada
pelo mesmo Quando um biomaterial € implantado, dependendo do tipo e estrutura do
material, ocorrem diferentes tipos de resposta do organismo, portanto, nenhum material
implantado é completamente compat(#¥dNODKUMAR; AMRUTHA; NAGESH, 2022)

Diversos biomateriais podem ser utilizados para a producécaffelds taiscomo
polimeros, ceramicas e metéisgura3d).

Figura3 - Biomateriais
Sintéticos:  Poliprolactona (PCL), polimetilmetacrilato
(PMMA), poliuretano (PU), polietileno glicol (PEG).

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

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

Cerdmicas ——Biovidro, alumina, hidroxiapatita, etc.

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

Fonte: Autor
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Os polimers podem ser sintéticosu naturais, 0s naturais possuem propriedades

parecidas com os tecidos moles humanos e sédo extraidos de fontes f@og@islimeros

sintéticospodem semodificados quimicamentes@icaltamente adaptaveiBARIN, 2022)

Os polimeros naturais podem ser derivados de proteinas (por exemplo, colageno, gelatina,

seda, elastina, fibrinogénio, fibrina e fibronectina) e polissacarideos (por exemplo,

quitosana, quitina, acido hialurénico, celulose, goma gelana e derivados patgaigairose)

sendo superiores aos sintéticos no quesito biocompatibilidade, biodegradabilidade e

semelhanca com o ambiente corpor@INA; REIS; OLIVEIRA, 2022) Contudo,
apresentamalgumas limitagbe®em determinadas aplicagdes devidgassibilidade de

contaminacdo,elevada degradacadlificuldade de esterilizacdo e purificacddd os

polimerossintéticogpolicaprolactoa-PCL, polioxietilenoPEOe poliuretanePU) possuem

maior resisténcia mecanica e a degraddd&&HARI et al, 2022) A Tabela 2apresenta

as vantagens, desvantagens e aplicacfes de alguns dos prpaipssos naturais

Tabela2i Polimeros naturaisuas vantagens, desvantagens e aplicacdes

Scaffold Vantagens Desvantagens

Gelatina Biocompatibilidade, biodegradabilidac Baixa estabilidade térmid®ASHID;
(ELSAYED et al, 2023) alta adesdo SHOWVA; HOQUE, 2023)alta taxa
proliferacdo e diferenciacdo celular, e b de degradacao e resisténcia mecér
absorcdo deagua (RASHID; SHOWVA; fraca(NASIRI et al, 2022)
HOQUE, 2023)

Quitosana Biodegradabilidade biocompatibilidade, Resisténcia mecanica fraca, baixa t¢
bioatividade, nao toxicidad de intumescimento e porosidar
(SANDOMIERSKI et al, 2022) aividade (ABDIAN et al, 2023)
antimicrobiana, antioxidante
anticancerigen@Y ANG et al,, 2023)

Celulose Biocompatibilidade, biodegradabilidad Baixa ®lubilidade (DOUSTDAR,;

Acido hialurdnico

resisténcia mecéanica (SRIWONG;
BOONRUNGSIMAN; SUKYAI, 2023)
baixo custo (JANMOHAMMADI et al,
2023)

Propriedades hidratantes, an
2022c)
biocompatibilidade e biodegradabilida

(WANG et al, 2022c)

inflamatérias (WANG et al,

GHORBANI, 2022)

N&do adequado para impresséo

(BAVARESCOet al, 2020)e elevada
taxa dedegradacdoAMIRI et al,

2022)

Fonte: Autor
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Uma estratégia para melhorar as propriedadessdafoldsé a combinagcédo de

diferentes tipos de polimeros, resultando em polimeros hibridos. Essa abordagem permite
explorar as vantagens de diferentes biomateriais e obter caracteristicas sinérgicas que podem
potencializar a eficiéncia daaffold A combinacdo de biomateriais pode levar a uma ampla
gama de efeitos e consequéncias, como melhorias na resisténcia mecanica, na estabilidade
estrutural, na biocompatibilidade e na capacidade de resposta biolégica. A Tabela 3
apresenta exemplos de polilmehibridos e asonsequéncias da combinacéo de diferentes
biomateriais. Essa estratégia de polimeros hibridos oferece uma abordagem promissora para

o desenvolvimento descaffolds mais eficazes e personalizados para aplicagbes em

engenharia de tecid§SUAMTE; TIRKEY; BABU, 2023)

Tabela3 1 Polimeros hibridos

AlteracBes nas propriedades doscaffolds

Biomaterial base Biomaterial adicionado
Quitosana Nano Hidroxiapatita
Quitosana Colageno e Gelatina
Quitosana Celulose

(continua)

No estudo realizado p&adeghianmaryaet al (2022),
a adicdo de nanoparticulas de hidroxiapatita

scaffoldsde quitosana resultou em uma reducéo na
de dissolugéo e proliferacdo de bactérias. Além di
verificou-se um aumento na resisténcia mecéanic
bioatividade, ao mesmo tempo em que houve |
diminuigdo no intumescimentoOs autores atribuirar
esse efeito de redugcdo do intumescimento a
rigidez da cadeia polimérica, devido a presenca
hidroxiapatita.

Radhika Rajasreeset al (2020) em seus estudc
avaliaram scaffolds hibridos de gelatina/quitosana
coldgeno/quitosana, e observaram quesazdffoldsde

gelatina/quitosana apresentaram maior porosidade,
de intumescimento e resisténcia mecanica que
comparados aos de colageno/quitosana.

Na pesquis@onduzida poMahendiraret al, 2022 foi

constatado que o aumento da concentracao de cel
nos scaffoldsde quitosangrovocouleve reducdo d:
taxa de intumescimento, enquanto aumentou a tax
dissolugdo, a adsorcdo de proteinas e a resist

mecanica.
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(continuacao)

Tabela31 Polimeros hibridos

Biomaterial base

Biomaterial adicionado

AlteracBes nas propriedades doscaffolds

PolicaprolactondPCL)

Quitosana

Gelatina

Gelatina

(continua)

Quitosana

Acido hialurdnico

Fosfato bicélcico anidro

(monetite)

Poli(acido Hatico)
(PLLA)

Os autore$RASTEGARet al, 2021) em sua pesquisk
observaram quacaffoldshibridos de PCL/quitosan:
apresentaram aumento na taxa de intumescimento,
de degradacdo, porosidade e resisténcia mecé
quando comparado com ssaffoldspuros de PCL.
Segundo estudo conduzido fddavachiet al, 2022 a
adicao de acido hialurénico assaffoldsde quitosans
aumentou o moédulo de compressdo e a resisté
mecénica, enquanto diminuiu o tempo de gelificac
angulo de contato com a agua e a degradi
enzimatica. Se comparar a degradagdo enzimatice
scaffoldspuros de quitosana e acido hialurénico, os
continham  exclusivamente  &cido  hialuréni
apresentaram menores taxas de degradacgéo enzimr
porém, todos oscaffoldshibridos de quitosana/acid
hialurénico independente da variagdo das concentrz
de seus reagentes apresentaram taxadedeadacac
enzimatica inferiores aoscaffoldspuros. No que diz
respeito aos estudos de viabilidade celular, resulti
semelhantes foram obtidos, em oaffoldshibridos
apresentaram melhores resultados em comparaca
scaffoldspuros de quitosana e acido hialurénico.

De acordo com o estudo desenvolvido (BINGH et
al.,, 2023) foi observado que a incorporacao
monetite, uma cerdmica bioativa, estaffolds de
gelatina resultou em uma reducdo na taxa
intumescimento e na taxa de dissolugcdo. Além di
essa adicdo melhorou as propriedades mecénica:
scaffoldse demonstrou viabilidade celular, promover
a adesdo e permeabilidade celular.

Segundos os autorélllU; STADLER; FU, 2021) os
scaffoldshibridos de gelatina/PLLA com concentragt
mais elevadas de gelatina mostraram maiores tax
intumescimento, capacidade de proliferacédo e migr:
celular, ao passo que apresentaram menor resist

mecanica
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(concluséo)

Tabela31 Polimeros hibridos

Biomaterial base Biomaterial adicionado  Alteracdes nas propriedades doscaffolds

Gelatina Acido hialurénico Conforme indicado no estudo conduzido fOHANG
et al, 2011) a incorporacdade acido hialurénico ao
scaffoldsde gelatina resultou em um aumento na taxi
intumescimento e na taxa de degradacdo, ao me
tempo em que reduziu as propriedades mecanicas
scaffolds Além disso, observese que oscaffoldscom
concentracdes mais elevadas de gelatina demonsti
melhor desempenho na adeséo e proliferacdo celuli

Celulose Gelatina Nosscaffoldse celulose estudados qMIRTAGHAVI
et al, 2020) o acréscimale gelatina noscaffoldsde
celulose resultou em uma reducdo na taxa
intumescimento e na resisténcia mecéanicasdaffolds
hibridos Ao mesmo tempo, houve um aumento na t
de degradacdo enzimatica, o que auxiliolajuste
lenta degradacéo da celulose

Fonte:Autor

Adicionalmente, o comportamento e a composi¢cao dos materiais desempenham um
papel fundamental na determinacao do seu potencial de aplicacdo. Por exemplo, a quitosana
apresenta indicacfes promissoras para tecidos 0sseos, cardiacos, pele, nervos eesistemas d
liberacdo de medicamentos. Por outro lado, a celulose demonstra ser aplicavel em tecidos
adiposos, 6sseos, cartilaginosos, cardiacos, neurais, cutaneos e vasculares. A combinacao de
materiaisproporcionaa ampliacdo das aplicacdes dhasmateriais, permitindo a adaptacao
de suagropriedades de acordo com as necessidades especificas. Através dessa abordagem,
€ possivel aprimorar e personalizar as caracteristicas dos materiais, expandindo suas

aplicagcdes em diversos contextos biomédi(PBRAMANIK et al, 2023)

2.4 Quitosana

A quitosana (Ch) é um polissacarideo de baixo custo derivado da desacetilacdo da
quitina(ZHAO et al, 2022a) A quitina, o biopolimero mais abundante presente na natureza
depois da celulosgkOU; PETERS; MUCALO, 2022)é encontrada nas paredes celulares
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de algumas espécies de fungos e no exoesqueleto de insetos e cr(gtds€nst al,

2022a) Devido a sua baixa solubilidade e reatividade, a quitina é substancialmente menos
utilizada em relacdo a quitosana, que possui grupos funcionais reativos, como amino e
hidroxila. Adicionalmente, esses grupos reativos podem ser modificados de acordo com o
interesse de cada setor industrial. Assim, a quitosana é amplamente aplicada em industrias
de alimentos(QIAN et al, 2023) cosméticos, biomédica, farmacéuti(BRIYANKA,;
PRASHANTH; THARANATHAN, 2022)veterinaria, agricola, biotecnologica e ambiental
(KOU; PETERS; MUCALO, 2022)

A formula molecular da quitosana éefGiINOs)n e seu nome quimico (1;2)
amino2-desoxib-D-poliglicose (CHEN et al, 2023) Uma caracteristica importante da
guitosana é sua flexibilidade estrutural em razéo da presenca dos dois grupos hidiaxila (
na posicao € e G6) e um grupo aminaNH: na posicao €) em cada uma das unidades
de repeticdo, favorecendo modificacdes quimi@dsMED et al, 2018) Esses grupos
funcionais também desempenham um papel fundamental na formacao de ligacGes covalentes
por meio de diferentes tipos de reac¢des quimicas, como esterificacdo, aminacao redutiva e
reagao de eterificac§elARUGADE; SHERJE; PETHE, 2023)

2.4.1Método de extracao da quitosana

Para obtencédo da quitosana, primeiro o material bruto é submetido aos processos de
desmineralizacdo, desproteinizacédo, desodorizagdo e secagem, gerando como produto a
quitina, que é entdo desacetilada, limpa e seca, dando origem a quiEis@uEIRet al,

2021) O processo de desacetilacdo da quitina envolve a eliminacdo do grupo acetil com
hidréxido de sddio (NaOH) concentrado, deixando somente o grupo ahfihg, conforme
ilustrado na Figurd (AHMED et al,, 2018)
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Figura4 - Processo de desacetilacédo da quitina para obtencéo da quitosana
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Adaptado deAzmanaet al (2021)

2.4.2Propriedades da quitosana

As principais propriedades da quitosana sdo seu peso molecular e grau de
desacetilagcgdoque impactam emutras de suaspropriedades como cristalinidade, area
superficial, tamanho de particula, umidade e tea@ird@as(SHOUEIRet al., 2021) O peso
molecular da quitosana varia de 50 a 2000 kDa, dependendo da fonte de quitina e do método
de extracdo utilizado. O grau de desacetilacdo (&Djuitosanaaria de 54% a 100%.
Elevados valores de GD, na faixa de 85% a 95%, estdo associados a uma maior solubilidade
do polimero devido a maior desacetilacdo. Por outro lado, valores de GD que variam entre
70% e 85%, considerados baixos valores de desacetilagéo, resultam desenfigeohem
termos de solubilizacdd dissolu¢do da quitosana € gerahtgerealizada em solucdes
acidas diluidas, como &cido acético, acido formico ou 4cido cloridrico, comumente em uma
concentracdo de 1%. Portanto, a solubilidade da quitosana ¢é afetada pelo pH. Valores de pH
abaixo de 6,3, causam a protonacdo dos gruposoanta quitosanaps carregando
positivamente, consequentementeyando amaior solubilidade. No entanto, quando o pH

ultrapassa 6,3, ocorre a desprotonacéo dessas aprimas;ando @erda da carga positiva
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do polimero e, consequentemente, a diminuicdo de sua soluhilidéde disso, a
solubilidade da quitosana também é influenciada pelo peso molecular do polimero.-Observa
se que, a medida que o peso molecular diminui, a solubilidade aumenta. Essa relacdo se deve
ao fato de que um maior peso molecular esta associado aiomnminaero de ligacfes de
hidrogénio intra e intermoleculares entre as cadeias de quitosana, o que resulta em uma
diminuicao da solubilidaderADAV et al, 2023)

A quitosanatambém apresenta propriedades coagulantes, queasdiouidas a
interacdo deNHs" presentana quitosana com as plaquetas, que possuem carga superficial
negativa. Enquanto o sangue humano geralmente coagula em um intervaload48450
segundosscaffoldscontendo quitosana sédo capazes de reduzir esse intervalo pa@2/p40
segundo$ZHANG et al., 2023b)

2.4.3Quitosana na engenharia de tecidos

Na engenharia de tecidos, a quitosana € amplamente usada devido sua capacidade de
promove a adesao, diferenciagao, proliferacéo celular e biodegradabilidade. Podendo ser
encontrada em diversos formatos, como esferas, fibras, géis, filsvasfolds
microparticulas, nanofibras. Os géis de quitosana, podem funcionar como bioadesivos e
apoiarem a regeneracao de tecidos nor(ad); PETERS; MUCALO, 2022)

A quitosana, devido & sua semelhanga estrutural com a glicina aminoglicana,
presente no tecido conjuntivo, é amplamente utilizada na engenharia de tecidos cutaneos
devido a sua excelente biocompatibilidade e suas propriedades antibacterianas,
hemostaticasalém de promover a proliferacédo e diferenciacdo celular. Existem evidéncias
gue a interacao do NHda quitosana com a carga negativa das paredes celulares bacterianas
resulta na permeabilizacdo da superficie das células bacterianas, levando a apoptose e
inibicdo do crescimento bacteriarfda engenharia de tecidos cartilaginosos, a quitosana
desempenha um papel na regeneracdo da cartilagem por deeimecanismos
antiangiogénicos que envolvem a modulagdo de fatoresangidgénicos e
antiangiogénicos. Esses mecanismos parecem ser benéficos para a protecdo do tecido
cartilaginoso(ZHANG et al, 2023b) Na engenharia de tecidos cardiovasculares, existem
evidéncias que o uso deaffoldshibridos contendo quitosarguando aplicados em tecidos
cardiacos sao capazes de formar tecidos semelhantes ao tecido nativac&iéskess
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fornecem estimulos para promover a adesao celular e a regeneracdo de cardiomiocitos. Essa
abordagem tem mostrado potencial para auxiliar no tratamento de doencas cardiacas
(KAZEMI ASL; RAHIMZADEGAN; OSTADRAHIMI, 2023). Na engenharia de tecidos
0sseos, a quitosana € amplamente utilizadaseaffoldspara regeneracdo Ossea. Esse
polimero desperta interesse devido as suas propriedades biocompativeis, o que significa que
nao provoca resposta imune no organismo, e a sua capacidade de produzir materiais com
estruturas porosas complexas. Essas caraatasissédo fundamentais para promover o
crescimento de tecido 0sseo e facilitar a integracdo com o 0sso ad{BteARATHI et

al., 2022)

Apesar das vantagens citadas a quitosana apresenta algumas limitésd@sno a
baixa solubilidade em agua e alguns solventes organicos cdXidnéG et al, 2023) e
resisténcia mecanidaaixa, sendo &uncionalizacdo e reticulagdoos métodos utilizados
paraminimizar estes problemad&CAO et al, 2022) Durante o processo de reticulagas,
propriedades fisice quimicas da quitosartajscomo a hidrofilicidade, termoestabilidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidadéo melhorada@<IANG et al., 2023)

2.5Gelatina

A gelatina(Ge) € um biopolimero produzido a partir da hidrélise alcalina ouaacid
do colagendHARWATE et al, 2021) O colageno € umproteina presente nos tecidos
humanos e animague desempenha atividades significativapmneservacao da integridade
dos tecidos conjuntivos, incluindo ossos, cérneas, cartilagens, tenddes, vasos sanguineos,
ligamentos e dentina. Porém, apresenta antigenicidade limitada, o que reduz seu potencial
de aplicacdo biologica. Por outro lado, a gelatipresenta excelente biodegradabilidade e
ndo antigenicidade, além de sua solubilidade em @JUSEEDI et al, 2023) o que faz
com gue elee seus derivadosejamextensamente empregados em diversos setiaiss
comoa industria alimenticia, farmacéutica, médeaosméticaf WANG et al, 2022b) A
Ge éum material que possui alta disponibilidade de mat#iraa e baixo custRFAN et
al., 2022) Ela é composta por 19 aminoacidos ligados ent(BARBIERI et al, 2023)
Dentre elesestdo presentes em sua moléauta grande numero de residuos de glicina,
prolina e 4hidroxiprolina(Figura5) (DESHMUKH et al, 2017) Sua estrutura € em forma
de triplahélice em funcdo da representacdo (GliciaRrolina)n, onde X retrata

normalmente os aminoacidos lisina, arginina, metionina e VAIARBIERI et al, 2023)
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Sua composi¢ao quimica apresenta principalmente carbono (50,5%), seguido por oxigénio
(25,2%), nitrogénio (17%) e hidrogénio (6,8M)USHTAQ et al, 2022)

Figura5 - Estrutura basica da gelatina
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Fonte:Deshmuktet al (2017)

2.5.1Método de extracdo da gelatina

O colageno esta presente em 0ssos, cartilagem e pele, sendo utilizados restos animais
para a extracdo da gelatitBARBIERI et al, 2023) O processo de fabricacdo da gelatina
pode ser dividido em trés etapas: pré tratamento, hidrélise e purificacdo. O pré tratamento,
pode ser &cido ou béasico, sendo empregado o mais adequado para a demanda industrial, de
acordo com o grau de reticulacdordatériaprima do colageno. A gelatina obtida através
de pré tratamento acido é denominada tipo A, sendo utilizada muitas vezes come matéria
prima a pele de porco e peixe. A gelatina derivada do tratamento alcalino, € chamada de tipo
B e normalmente sédo litiadas peles bovinas. Durante a etapa de hidrdlise, a gelatina é
extraida do colageno insoluvebr meio do tratamento codgua quentegerandadanosa
suaestruturgpor meio dajuebra dabgacdes covalentes e de hidrogémgie éacompanhada
pelo desprendimento das moléculas em unidades menores, dando origem a gelatina soltvel.
A solu-«o0o resultante, o Alicor de gel atinao,
A reacéo da hidrolise da gelatina é demonstrada na equa¢®8iJIHTAQ et al,, 2022)

C102H149N31038 + Ho O © C102H151N31039 (1)

Colageno Gelatina
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A estrutura priméria da gelatina é semelhante a do coldgeno nativo encontrado nos
tecidos. As variagBes nesse polimero séo atribuidas principalmente as diferentes fontes de
matériasprimas utilizadas e aos meétodos de extracdo empredUEHTAQ et al., 2022)

As gelatinas de origem suina e bovina sdo amplamente utilizadesdi@na regenerativa

devido & sua estrutura polipeptidica semelhante as gelatinas humanas. Por outro lado, as
gelatinas de peixes possuem um teor reduzido de repeticbes peptidicas ou residuos de
aminoacidos em suas cadeias polipeptidicas, resultando empamto de fuséo
substancialmente menor, baixa estabilidade térmica, temperatura de gelificacdo
relativamente baixa e maior viscosidade em comparacao com as gelatinas de mihiferos
SEEDIet al, 2023)

2.5.2Propriedades da gelatina

A gelatinaé um polimero dalto peso molecula(RASHID; SHOWVA; HOQUE,
2023) variando entre 15 e 400 kPAL-SEEDI et al, 2023) e exibe um padrdo especifico
de distribui-«o do peso molecul ar, consi st
umacombinacdo de multiplas cadeias polipeptidicas distintas, sendo predominantes trés
fragment os principais: cadei as U livres,
coval entement e) e cadeias 9 (tr2meEms de
condicOes de elevada temperatura e maior teor de liquidos, a gelatina se encontra na forma
liquida, conhecida como sol ou hidrossol. Por outro lado, em condicfes de baixa temperatura
e menor teor ddiquidos a gelatina adquire uma estrutucancentrada e rugosa,
caracterizando a fase JMUSHTAQ et al, 2022)

Algumas daspropriedades criticas da gelatina incluem a sua viscosidade e a forga de
Bloom, ambas afetadas pelo peso molecular da gelatina. Enquanto a viscosidade determina
a mobilidade das moléculas de gelatina em um liglMHMADY; ABU SAMAH, 2021),

a forca de Bloom referse a rigidez do gel formado pela gelatina e é medida sob condi¢des
padréo estabelecidas previamente. Essa medida é baseada em um método desenvolvido €
patenteado por O.T. Bloom em 1925, que utiliza um émbolo cilindrico de fuaitio gdm

diametro de 12,7 mm para deprimir a superficie da gelatina em 4 mm, aplicaruEso
especificovariavel Os valores de Bloom variam de 50 a 400 g, sendo que gelatinas com

valores mais altos de Bloom apresentam maior temperatura de gelificag&o,dofm como
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um gel mais forte. As gelatinas séo classificadas como alto Bloom quando variam de 200 a
300 g, médio de 100 a 200 g e baixo de 50 a 1(60MYG; DRAGET, 2009)

O ponto isoelétrico (Pljla gelatinavaria de acordo consaondicdes especificas de
hidrélise do coldgeno. Durante o processo de hidrolise alcalina, os aminoacidos asparagina
e glutamina sdo convertidos em &cido aspértico e acido glutameispectivamente,
resultando em um valor de Pl mais baixo para a gelatina do tipo B. O ponto isoelétrico
representa o pH no qual a gelatina apresenta carga elétrica neutra. Esse valor determina a
distribuicdo de cargas ao longo da estrutura da gelatindldisigplogico e pode influenciar
sua biocompatibilidade. Em pH acima do seu ponto isoelétrico, a gelatina adquire cargas
negativas, enquanto em pH abaixo desse ponto, ela possui cargas positivas. Portanto, a
gelatina do tipo A sera carregada positivamemtepH fisioldgico, enquanto a gelatina do
tipo B sera carregada negativamente. Essa diferenca de carga elétrica afeta a interagdo da
gelatina com outras moléculas e sistemas bioldgicos, o que pode ter implicacdes na sua
biocompatibilidade. Devido a sua garnegativa em pH fisiolégico, a gelatina do tipo B
apresenta uma melhor biocompatibilidade em comparacdo com a gelatina do tipo A. Essa
propriedade é relevante em aplicagbes médicas e regenerativas, uma vez que a interacdo da
gelatina com os tecidos e gils do organismo € influenciada pelas cargas elétricas presentes
em sua estruturgAHMADY; ABU SAMAH, 2021).

2.5.3 Gelatina na engenharia de tecidos

Na area de regeneracéo de tecidos, a gelatina é amplamente utilizada para a producao
de diversos materiais, corsoaffolds hidrogéis injetaveis e sistemas de liberacéo de drogas,
devido suas caracteristicas atdxicas, biocompativeis, biodegradaveis, habilidade de
promover proliferacéo, diferenciacdo e adesédo celular sem provocar reagdes imunologicas
ao organismo, além da cajdade de absorcao de 4gua, propriedade desejada na regeneragao
tecidual, pois melhora o transporte de oxigénio e a nutricdo paseovidévimento celular
saudavel. Apesar disso, a gelatina apresenta limitacbes em relacdo a sua estabilidade térmica
(RASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023Y¥esisténcia mecanica e taxa de degrad@¢ASIRI
et al, 2022) caracteristicas que podem ser melhoradas através da reticulacdo da gelatina
utilizando métodos fisicos, quimicos ou enzimatigBs-AN et al, 2022) Além disso, a

gelatina pode ser empregada sintese dscaffoldspara aplicacdo erdiversos tipos de
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tecidostais comotecido ésseo, cutaneo, cardiovascular, cartilaginoso, neural, figado e rim
(RASHID; SHOWVA; HOQUE, 2023)

2.6 Xerogel de taninaglutaraldeido

2.6.1Géis de carbono

Os géis de carbono, sdo materiais nanoporosos, obtidos ateau@sa reacdo de
policondensacédo entre derivados hidroxilados de benzeno (como fenol, resorcinol, cresol,
entre outros) e aldeidos (como formaldeido, furfural, glutaraldeido, entre pseaqspos
por um processo de cura e secademTHY; RIZK; AWAD, 2016). Dentre os géis de
carbono existem os aergig, xero@is e crioggis que sao classificados de acordo com o
processo de secagem. Os aéiwgfio formados através de secagem supercritica, ogisriog
através da secagem criogén{(GASTROet al, 2021)e 0s xerogis SA0 secos a pressao
normal (DAI et al, 2022) Os aerogéispor seremproduzidos por meio do processo de
secagem supercritica, sdo geralmente w@igsem comparagcdo aos criogéis, que podem
ser obtidos por liofilizacdo, uma opcdo mais econdmica, e aos xef8g€iZUREKet al,
2011)

Nos ultimos anos, diversos campos de pesquisas tém depositado seus esforcos no
estudo deyéis de carbono devido sua versatilidade, poseraplicadosem processos de
separacdo de g4PAI et al, 2022) adsorcdo de poluentes em fases gasosas e liquidas
(CASTRO et al, 2021) como isolante térmico, suporte catalitico, armazenamento de
hidrogénio, etdREY-RAAP et al, 2016) A ampla gama de aplicacddsssesnateriais
pode seratribuida principalmente a sua caracteristica de mesoporosidade, que facilita a
rapida transferéncia de moléculas através de sua estrutura porosa. Esses materiais também
se destacam por apresentarem condutividade elétrica e alta resisténcia(@AQMIREK
et al, 2011)
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2.6.2Tanino

O tanino(Tn) € um composto fendlico solivel em agdea,baixo custogextraido de
diversas partes de plantg8sRISTRI et al, 2022) Essa classe de compostos esta presente
no citoplasma das células vegetais e € encontrado em praticamente todas as partes das
plantas, incluindo cascas, madeiras, folhas, frutos, raizes e sementes. A quantidade e
composicdo dos taninos podem variar de acaam a espécie botanica, idade da planta,
tipo de tecido vegetal e ambiente em que a planta se desen(BRAGHIROLI et al,
2019)

Os taninos podem ser classificados em duas categorias principais: hidrolisaveis e
condensado@RISTRI et al, 2022) Os taninos hidrolisave{gigura6) séo compostos por
varias moléculas de &cido fendlico e podem ser classificados como galotaninos e
elagitaninos, os quais dado origem ao acido galico hidrolisado e ao acido elagico,
respectivamenteMELO et al, 2023SHIRMOHAMMADLI; EFHAMISISI; P1ZZI, 2018).
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Figura6 - Taninos hidrolisaveis: (A) Estrutura molecular do galotanino (B) Estrutura molecular do
elagiotanino (C) Estrutura molecular do acido galico (D) Estrutura molecular do acido elagico
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Adaptado deMelo et al (2023);Rodrigues (2013)

Os taninos condensad(Sigura7) possuem dois anéis fendlicos conectados por um
anel piral central e sao polimeros de fladadis (MELO et al, 2023) erepresentam 90%
da producdo mundial de taninos comerqi@dIRMOHAMMADLI; EFHAMISISI; P1ZZI,
2018) O tanino hidrolisado é menos empregado em comparacdo ao tanino condensado
devido a sua baixa reatividade na presenca de aldeidos, sua producéo limitada em escala
mundial e seu preco eleva(@ODRIGUES, 2013)
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Figura? - (A) Estrutura quimica de um flavegiol (B) Estrutura quimica de um tanino condensado

Fonte:Rodrigues (2013)

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

0s tanimms de outros grupos polifendle(VELO et al, 2023)

2.6.3Géis de tanino

Os geéis de carbono sdo frequentemente produzidos a partir da reacdo entre o
resorcinol e o formaldeido, na presenca de 4gua como solvente e carbonato de sédio como
catalisador. No entanto, devido ao alto custo do resorcinol, tem havido uma busca por
alterrativas mais econdmic@SATHY; RIZK; AWAD, 2016). A utilizag&o do tanino como
precursor € uma alternativa de baixo custo para a obtencdo de géis de carbono, em
substituicdo ao resorcing5ZCZUREK et al, 2011) Além disso, tém sido realizados

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

A adicdo de um reticulante (aldeido) em uma solucdo aquosa contendo tanino resulta
em um aumento na reatividade das espécies quimicas presentes. As particulas parcialmente
hidrolisadas de tanino sofrem reticulacdo por meio de reacbes de policondensacao,
resultando na liberacdo de moléculas de agua. Durante esse processo, as particulas comecan
a se aglomerar a medida que as cadeias poliméricas se desenvolvem, levando a formacao de
um gel (gelificacdo)e aumentando significativamente a viscosidade da sol@@éagel
resultante € composto por duas fases distintas em um sistemadtidmi A fase sélida
consiste em uma rede nanoestruturada de nédulos esféricos interligados, enquanto a fase
liquida contém o solvente utilizado na solucéo de tanino, geralmentguagamente com
alguns subprodutos formados durante as reacdes de polimerizacdo. O tamanho dos nédulos
formados esta relacionado a varias propriedades durante a sintese, sendo o pH e a
concentracdo de sélidos na solucéo inicial os principais fatore$egamaEm pH acido, os
géis tendem a ter nédulos maiores, resultando em poros maiores e um maior volume de
poros. Por outro lado, géis formados em condi¢des alcalinas tendem a ser menos porosos,
com poros menores ou mesmo sem pdwaskigura8, esta expostama representacao do
processo de gelificacdo do tanino e como amplctaa formacgédo dos poros no gapés
o processo de gelificacdo, as reacBes de polimerizacdo continuam, pois a rede formada
possui alta flexibilidade e as cadeias poliméricas tém mobilidade entre si. Désstpéa
necessario realizar uma etapa de envelhecimento apds a gelificacdo do material antes de
prosseguir com o procedimento de secagem do gel, a fim de otimizar a reticulacdo. Apos o
envelhecimento, a segem pode ser realizada para obter o tipo desejado de gel de carbono
(xerogel, criogel ou aeroge(BRAGHIROLI et al, 2019)
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Figura8 - (a) Processo de gelificacdo (b) Micrografia da gelificacdo em pH 4 e (c) Micrografia da gelificacédo
empH®6

(a)
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-

e

Adaptado deBraghiroliet al. (2019)

Devido as suas propriedades anticancerigenas, antioxidantes)flamtatorias,
bactericidas e curativas do tanino a industria de polimeros tem demonstrado ieteresse
exploralas, visando ampliar os campos de aplicacdo desse conpBs8IRI et al,, 2022;

P1ZZl, 2021) Estudos também sugerem gue quando adicionados a biocompb oo

é capaz denelhoraras propriedades mecanicgSRISTRI et al, 2022) E valido salientar

gue ndo foram encontrados na literatura estudos sobre o uso de xerogéis de tanino em
scaffoldsde quitosana e gelatindortanto, este estudepresenta a primeira abordagem para

investigar esse sistema.

2.7 Glutaraldeido

O glutaraldeido (Ga) é amplamente empregado como agente de reticulacdo em
proteinas e polissacarideos devido as suas propriedades favoraveis. Apresenta baixo peso
molecular, estado liquido, € incolor e possui um odor pungente. Além disso, € solavel em
agua alcool e solventes organicos, o que o torna altamente versatil em diferentes aplicacbes
(ALAVARSE et al, 2022) Sua popularidade se deve ao baixo custo, facil disponibilidade
no mercado, reacdo rapida e capacidade de proporcionar uma estabilizacdo robusta nas
estruturas poliméricadKRISHNAKUMAR et al, 2019) O glutaraldeido é um aldeido
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homobifuncional que possui uma cadeia linear de cinco carbonos e grupos aldeido em ambas
as extremidadgtHERMANSON, 2013ajFigura9):

Figura9 - Estrutura molecular do glutaraldeido

o} O

Fonte:Sehmiet al (2016)

A reticulacdo utilizandglutaraldeido ocorre por meio da sua reagcdo com 0S grupos
funcionais amia (-NH2) ou hidroxila (OH) de proteinas ou polimeros, resultando na
melhoria das propriedades mecénicas e resisténcia desses M@K\ et al, 2018)

O glutaraldeido apresenta uma reatividade priméria direcionada aos grupos amina, embora
a reacado possa ocorrer por diferentes mecanigflBRMANSON, 2013a) Quando o
glutaraldeido reage com uma proteina, ocorre a alquilacdo das aminas disponiveis, formando
ligacdes estaveis de aminas secund@dd&ERMANSON, 2013b)Por exemplo, na gelatina,

0s grupos amina livresNH2) reagem com o glutaraldeido, resultando na formacgédo de uma

rede reticulada mais resistente, conforme ilustrado na FI{RYAN et al,, 2018)

FiguralO- Representa¢@o do mecanismo de reticula¢éo da gelatina através do glutaraldeido
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Adaptado deHe et al. (2021)

Polimero reticulado
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Ao empregar o glutaraldeido na reticulagdo de polimeros que contém quitosana,
ocorre ainteracdo entre o grupo aldeido do glutaraldeido e os grupos funcionais amina (
NH:) e hidroxila ¢€OH) da quitosana, resultando na formagé&o de ligagbes covalentes. Essas
ligacbes estabelecem uma rede tridimensional mais estavel na espatimérica
(DOUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022h)Porém, como citado anteriormente, apesar de
interagir com grupos hidroxila, o glutaraldeido interage preferencialmente com o grupo
amina, sendo essa sua principal rota de reticulddBBMANSON, 2013a)NaFigurall
estéd ilustradgrocesso de reticulacdo da quitosana com o glutaraldeido por meio dos seus

grupos funcionais amina

Figurall- Representacdo do mecanismo de reticulacdo da quitosana através do glutaraldeido
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Fonte:Baldinoet al (2015)
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Em polimeros hibridos compostos por quitosana e gelatina, a reticulacao utilizando
glutaraldeido (Figurd2) promove uma maior estabilidade da rede polimérica por meio das
ligacbes estabelecidas entre o glutaraldeido e os componentes do polimero
(SUBRAMANIAN; VIJAYAKUMAR, 2015). Quando proteinas, como a gelatina, séo
modificadas com glutaraldeido, elas podem reagir com outras moléculas que possuem
grupos funcionais amina, seja por meio da formacéo de bases de Schiff ou por adicdo em
outros pontos de insaturagd@ERMANSON, 2013h)

Figural2- Representacdo do processo de reticulacdo de polimeros hibridos de quitosana e gelatina, induzido
pela adi¢cdo de glutaraldeido
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NH,

Adaptado deSubramanian; Vijayakumar (2015)

Além disso, o glutaraldeido também pode ser empregadetinalacdo de geéis de
carbono, incluindo aqueles sintetizados com tan(iRrATHY; RIZK; AWAD, 2016).
Quando um aldeido €é adicionado a uma solugéo contendo tanino, ele reage com 0s grupos
hidroxilas €OH) presentes nanoléculado tanino A disponibilidade dos grupos hidroxilas
na cadeia do tanino podem ser influenciada por diversos fatores, incluindo modificacdes

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

Existem dois métodos principais de reticulacdo do glutaraldaieiitu e exsitu,
conforme ilustrado na FiguB8. No método de reticulagdn-situ, uma solucdo aquosa de
glutaraldeido é adicionada a uma solucdo polimérica homogénea e a mistura é agitada
magneticamente. A solucdo resultante pode ser moldada, congelada ou mantida em
temperatura ambiente para a producéo de biomateriais. Ja no métetioutlcacexsitu,

o material ja formado é imerso em uma solugédo aquosa de glutaraklegimlha o método
de reticulacdo varia de acordo com as propriedades dos materiais e aplgae®e destina
(ALAVARSE et al,, 2022)

Figural3- Processos de reticulacéo do glutaraldeidarAitu, (B) exsitu
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Fonte:Alavarseet al (2022)

Embora a adicéo de glutaraldeido as solu¢des poliméricas resulte em um aumento na
densidade das ligacdes cruzadasante a reticulagd@onforme evidenciado por diversos
estudogAL-MUHANNA et al, 2023) é importante destacar que esse composto apresenta
alta citotoxicidade, com um limite maxinie concentracdo consideradeguro de 8%
(KRISHNAKUMAR et al, 2019) Para contornar esse problema, diversas estratégias tém
sido empregadas, tais como a reducao da concentragéo de glutaraldeido, a lavagem com agua

ou a adicdo de moléculas capazes de se ligar as moléculas ndo reagidas de glutaraldeido
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(ALAVARSE et al, 2022) No entanto, devido a sua toxicidade, o glutaraldeido apresenta
limitagbes em sua aplicacdo em produtos comer@y AN et al, 2018)

Além disso,a reticulagdo de polimeros utilizando glutaraldeido pode apresentar
limitacdes adicionais, como dificuldades no aumento de escala e na obtencéo de resultados
reprodutiveis. A falta de reprodutibilidade pode ser atribuida a complexidade em determinar
0 estad exato do glutaraldeido em solucéo, incluindo seu potencial tamanho e estrutura de
polimero, bem como a natureza precisa dos materiais formados. As varia¢des observadas no
comportamento do glutaraldeido podem ser resultado de diferente®igari@mo a idade
da solucdo. SolugBes mais antigas tendem a formar mais polimeros, o que implica que o
glutaraldeido fresco pode ndo produzir os mesmos resultados que soluces envelhecidas
(HERMANSON, 2013b)
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € o0 desenvolvimento deaffolds de

quitosanal/gelatina/xerogel de taniglotaraldeido.

3.1 Objetivos especificos

1 Estudar o efeito da adicdo de particulas de xerogel de tghitevaldeido nas
propriedades dscaffoldsde quitosana/gelatina
Estudar o efeito das razdes quitosana/gelatihé=g) nas propriedades dssaffolds
Avaliar o efeito da quantidade de agente de ligacdo cruzada nas propriedades dos

materiais
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

Os principais dados das substancias utilizadas neste traballmessemolecular,

férmulae origem atdo apresentados na Tabéla

Tabelad - Dados das substancias utilizadas para sintese e andlisesfiokls

Substancia Férmula Mass@ N°CAS®  Origem

Corante CBB&250 Ca7HagN3sNaO'S, 854,04 6104581 Dinamica Quimica,
Brasil

Agua H0 18,02 7732185 -

Quitosana, grau de desacetilagéo 909 (CsH11:04N)N Médio 9012764 China

Hidréxido de S6di®8% NaOH 40 1310732 Cromoline, Brasil

Acido fosférico85% HsPQy 98 766438-2 DinamicaQuimica
Brasil

Cloreto de Potassi#®9,5% KCI 74,56 7447407 Dinamica Quimica,
Brasil

Gelatina em P¢ - - 900070-8 Dinamica Quimica,
Brasil

Glutaraldeido 50% CsHgO2 100,12 111-3-8 Dinamica Quimica,
Brasil

Hidrogenofosfato dissédiatihidratado NeHPO.2H,O 177,99 1002824-7 Merck, Alemanha
99,5%

Acido acética99,8% CHsCOOH 60,05 64197 Merck, Alemanha
Albumina sérica bovinaBSA) - - 904846-8 Millipore, Alemanha
Alcool etilico 95% CHsCH-OH 46,07 64-17-5 Synth, Brasil
Carbonato de sodio anide®,5% NaeCOs 105,99 497-19-8 Synth, Brasil
Tanino (Phenotan AP) - - Tanac, Brasil
Alcool etilico absoluto C:HsOH 46,08 64-17-5 Synth Brasil
Fosfato de Potdssio Monobéaskee KH2PQOy 136, 777877-0 Vetec, Brasil
Borohidreto de S6di®9% NaBH, 37,83 1694066-2 Vetec, Brasil

Fonte: Autor
ai massa molecular (g/mol)

b1 namero de registro ndervico de Abstratos Quimic6Shemical Abstracts Service (CAS)
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Os principais equipamentosutilizados neste trabalhosua marca modelo e

localizagéo gtdo apresentados na TabBgla

Tabela5 - Equipamentos utilizados para sintese e analissaidfolds

Equipamento Marca Modelo Localizacao
pHmetro de bancada Sppencer mPA-210 USP, Lorend SP
Bomba de vacuo Sppencer/Hipperquimice SKU 331201/33120z USP, Lorend SP
Liofilizador Terroni Enterprise | USP, Lorena SP
Espectrofotémetro UV Bel Engineering Uv-mM51 USP, Lorend SP
Microscépio eletrénico de Tescan Vega 3 XMU ITA, S&o José do:
varredura Camposg SP
Espectrometro de Infravermelh PerkinElmer Frontier FTIR-UATR ITA, Sdo José do
com Transformada de Fourier Camposg SP

Fonte: Autor

4.1.1Preparacao da dacao ampéo fosfatesalino (Phosphate Buffered SaliieBS))

Parao preparala solucdo PBS utilizada nasalises de intumescimento, dissolucdo

e adsorcdo de proteinas, foram utilizados os reagdosésto dissodico dihidratado
(NaoHPQu.2H0), cloreto de potassioKCI), hidréxido de sédio NaOH), fosfato
monopotassicoH2PQy), cujas proporcdes estdo expressas na Tébdlpos a completa
dissolucéo de todos os reagentes, a solpeémaneceem repous@or 1 h.Em seguida, o
pH da solucéo faanalisad no pHmetro de bancada da marca Sppencer modele2h@A
sendo o valorajustado emaproximadamente pH 7,BRUNIUS; SUNDBOM, 1987,
SIDDIQUI et al, 2021)

Tabela6 - Concentracéo dos reagentes da solugdo PBS

Reagente Concentracdo(g/L)
NaHPOQu.2H,0O 1,44

KCI 0,2

KH2PO, 0,2

NaOH 8

Fonte Autor



71

4.1.2 Solucdo deBradford

A quantificacdo da quantidade de proteina adsorvida, € um método desenvolvido por
Marion Bradford que se baseia na mudanca da absorcdo maxima de luz do corante Brilliant
Blue G250 de 465 nm para 595 nm quando este se liga a uma proteina. Este método é
recanhecido por sua simplicidade, precisao, rapidez e baixo custo. O preparo dadelucao
Bradford empregada neste estudmnsiste em pesar 100 mg do corante CEBG e
adicionar 50 mL de etanol 95%. Em seguida, adiesmdentamente 100 mL de &cido
fosférico 85% a solucdo, agitando magneticamente para dissolver o corante. A mistura é
entdo diluida para 1 L com agua deiodeapor fimfiltrada até perder a coloracdo azulada
e assumir uma coloracdo amarronzadaprocesso de filtracdo congistm despejar a
solugdoem um funil contendo um papel filtro (fornecedor J.PROLAB, modelo JP40,
gramatura de 80 g/m2gsse funil ésuportado porum frasco Erlenmeyer, o qual esta
conectado a uma bomba de vacuo (marca Sppencer/Hipperquimica, SKU 331201/331202).
Apos iniciara succagor meio da bomba, as particulas presentes na solucéo sao retidas pelo
papel filtro, resultando na obtencdo da solucéo filtrada. Para garantir a preservacdo da

solucao, é fundamental que esta seja armazenada em condi¢des de baixas temperaturas.

4.2 Preparagaodosscaffolds

4.2.1Scaffoldsde quitosana

Osscaffoldsde quitosana foram preparados dissolveseldiferentes proporcdes de
quitosangTabela?), sobagitacdo magnéticam 15 mL de solucade &cido acético 0,67%
v/v. ApOs a completa dissolucdo, diferentes concentragfes de glutaraldeido 50% foram
adicionadas a mistura, conforme especificado na Ta@bEla seguida, a mistura foi vertida
em moldes cilindricogdiametro 1,2 cm e comprimento 4 cemantida em temperatura
ambiente até a formacdo de uma rede tridimensi®uateriormente, as amostras foram
submetidas a temperaturas inferiore$@GC porum periodo de 24 h. Apds esse periodo, as
amostras foram desenformadas e liofilizadas por um periodo de 8 h. Para neutralizar o &cido
aceético presente, asaffoldssecos foram imersos em 100 mL de uma solucéo de hidroxido
de sédio a 2%m/v) por 2 h(WANG et al, 2023) A neutralizacéo do glutaraldeido néao
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reagido foi realizada pela imersao doaffoldsem 100 mL de uma solugao de bdidreto

de sodio a 5%nf/v) por 2 h(PUTRI et al, 2021) Apds as neutralizacoes, ssaffoldforam
submetidos a um processo de lavagem em 100 mL de agua deionizada, com a agua sendo
trocada a cadatervalo de 5 min, até a completa remocéao dos residuos de hidréxido de sddio

e boroehidreto de sédio. Em seguida, esaffoldsforam secos em uma estufa a uma
temperatura de 68C por um periodo de 24 B fluxograma do processo descrito acima

pode ser observado na Figura Para avaliacdo do efeito do teor de quitosana e de agente
reticulante nas propriedades dos materiais, prepsouateriais com diferentes massas de

quitosana e volumes de glutaraldeicbnforme mostrado na Tabéla

Tabela7 - Composi¢éo doscaffoldsde quitosana pura C1 (com variagdo da concentragdo de glutaraldeido) e
C2 (com variagdo da concentracdo de quitosana)

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

C1 Ci1 0,67 0 1,67 0 0
Ci1-2 0,67 0 3,33 0 0
C13 0,67 0 5,00 0 0
C14 0,67 0 6,67 0 0
C15 0,67 0 10,00 0 0
C16 0,67 0 13,33 0 0
Cc2 C2-1 0,67 0 1,67 0 0
C2-2 1,33 0 1,67 0 0

Fonte Autor
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Figural4- Fluxograma da sintese desaffoldsde quitosana pura (C1 e C2)

Nos scaffolds C1 foram utilizados 0,1 g de

quitosana. Ja nos scaffolds C2, foram
Pesar quitosana ) > utilizados 0,1 g e 0,2 g de quitosana,
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1,33% (m/v), respectivamente.
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agua deionizada e acido acético a
0,67% (v/v)

h 4
Adicionar quitosana a solugédo de
acido acético

v
Dissolver a quitosana em acido
acético sob agitagio magnética

!

Apos a dissolugdo da quitosana, Nos scaffolds C1, a concentragido do
adicionar glutaraldeido sob lutaraldeido variou de acordo com a Tabela

7. Ja nos scaffolds C2, a concentragio de

} ) glutaraldeido utilizada foi de 1,67% (v/v), o
solugdo em moldes cilindricos 0.25 mL.

Apos formagio do gel
desenformar os scaffolds

agitagdo magnética ¢ verter a

Congelar a -10 °C por 24 horas

v

v
Liofilizar por 8 horas

Solugdo de hidroxido de sodio a / v

2% (m/v) por 2 h (neutralizacio do 4 Lavagem 1
acido acético).

Solug¢ao de Boro-hidreto de N

sodio a 5% (m/v) por 2 h (neutralizagio 4 Lavagem 2
do glutaraldeido).

Agua deionizada ;/ Lavagem 3

( Scaffold J€ Secar em estufa a 60 °C

Fonte Autor
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4.2.2Scaffoldde gelatina

Para preparacao desaffoldsde gelatina, foi feita aolubilizacdade 1 g de gelatina
em 15 mL agua deionizada (concentracéo de 618/K86 sendo a mistura mantida em estufa
a 60°C até a completa solubilizacdo da gelatina. A solugcéo resultante foi resfriada sob
agitacdo magnética até 28, momento no qual foi adicionado diferentes volumes de
glutaraldeido 50% (TabeB). Posteriormentegpds a homogeneizacéo do glutaraldeddo,
mistura foi despejada em moldes cilindrigdgametro 1,2 cm e comprimento 4 cmm)
mantida em temperatura ambiente até a formacdo da estrutura tridimen§enal.
procedimentos realizados com as amosisgelatinaforam semelhantes aos descritos na
secaant.2.1., com excecao das etapas de lavagem com agua deionizada e secagem em estufa.
Devido ao fato de ascaffoldsde gelatina nateremsuportalo os tratamentos utilizados para
remover os residuos ndo reagidos de glutaraldeido. Adicionalmente, a FHdustra o
fluxograma da sintese desaffoldsde gelatina.

Tabela8 - Composi¢éo doscaffoldsde gelatina pura (G), com variacéo da concentracdo de glutaraldeido

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

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

Fonte: Autor
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Figural5- Fluxograma da sintese desaffoldsde gelatina pura (G)

Pesar 1 g de gelatin\a\ S Adicion'flr a gela‘ttin_a al5mL de
4 agua deionizada

Apo0s a solubilizag¢do da gelatina,
deixar a solucdo resfriar a
temperatura ambiente, sob

agitacdo magnética

y

Solubilizar a gelatina em estufa a 60 °C

N

v

Apo0s o resfriamento da solugio,
Nos scaffolds G, a concentragio de

adicionar glutaraldeido sob ; :
.. L. y/glutaraldeido variou de acordo com os valores
agitagdo magnética e verter a B
) ) expressos na Tabela 8.
solucdao em moldes cilindricos

L 2
Apds formagio do gel
desenformar os scaffolds

Congelar a -10 °C por 24 horas

v

A

Liofilizar por 8 horas

sodio a 5% (m/v) por 2 h (neutralizagio 4
do glutaraldeido).

Solugdo de Boro-hidreto de / /— r
(_ Lavagem 1 >

Fonte: Autor

4.2.3Scaffoldgde gelatina/xerogel de tanirglutaraldeido

Para a sintese desaffoldsde gelatina/xerogel de tanigtutaraldeidginicialmente
realizouse adissolucdo de variadas proporcdes de tanino (valores expressos nad9Jabela
em 15 mL de agua deionizadsob agitacdo magnética. Em seguida, adicies®0,1 g
carbonato de sodi&b) (concentracédo de 0,67A4/v) a solucdo, promovendo a dissolugao.
Posteriormente, incorporese 0,4 g de gelatina (concentracdo de 2,67%) na mistura,
que foi aquecida a 6 para solubilizacdo. A solucéo resultante foi resfriada sob agitacéo
magneética até atingir a temperatura de@5 momento em que se adicionou 0,1 mL de

glutaraldeido (concentragéo de 0,67% v/v) a mistura. Por fidg a homogeneizacdo do
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glutaraldeido, aolucéo foi vertida em moldes cilindric@iametro 1,2 cm e comprimento

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

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

secaod.2.1. Para avaliacdo do efeito do teor de tanino nas propriedades dos materiais,

preparouse materiais com diferentes massas de tanino (T@pedaFigural6 apresenta o

fluxograma dos procedimentos realizados para a sinteseaff@ddsde gelatina/xerogel de

taninoglutaraldeido

Tabela9 - Composi¢éo doscaffoldshibridos de gelatina/xerogel de taniglotaraldeiddGT), com variacdo

da concentracéo de tanino

Scaffolds Especificos Ch% (m/v)

Ge% (m/v)

Ga% (vIv)

Tn% (m/v)

Cb% (m/v)

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

0

o O O o

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

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

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

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

Fonte: Autor
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Figural6 - Fluxograma da sintese desaffoldshibridos de gelatina/xerogel de taniglotaraldeido (GT)

Nos scaffolds GT a concentragdo de

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

|

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

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

l

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

l

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

agitagdo magnética

!

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

)
Apos formagdo do gel
desenformar os scaffolds

N

Congelar a -10 °C por 24 horas

4

Liofilizar por 8 horas

v

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

acido acético).

A

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

L Lavagem 3

Agua deionizada 4—

b

Scaffold ——— Secar em estufa a 60 °C

Fonte: Autor
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4.2 .4Scaffoldse quitosana/gelatina

Para a preparacdo dssaffoldsde quitosana/gelatinaicialmente a quitosana foi
dissolvida em diferentes propor¢des (conforme indicado na TaBglem uma solucéo
contendo 0,1 mL de &cido acético e 15 mladaa(0,67% (v/V), sobagitagcdo magnética.

Apos a completa dissolugéo da quitosana, diferentes massas de gelatina (conforme indicado
na Tabelal0) foram adicionadas a solucéo, que foi mantida em uma estufaG @@é a
completa solubilizacdo da gelatina. A solucdo resultante foi resfremta agitacao
magnética até atingir a temperatura de 26. Neste momento, glutaraldeido 50% foi
adicionado a mistura e homogeneizado, com o volume variando de acordo com 40 abela

Por fim, a solucéo foi vertida em moldes cilindri¢gdgimetro 1,2 cm e comprimento 4 cm)

e deixada em repouso em temperatura ambiente até que a estrutura tridimensional se
formasse. Os processos subsequentes seguiram 0os mesmos procedimentos descritos na se¢ao
4.2.1. Para avaliacédo do efeito da razdo de quitosana/gelatina e de agente reticulante nas
propriedades dos materiais, prepaseumateriais com diferentes massas de gelatina
volumes de glutaraldeido, conforme mostrado na Tal®l® fluxograma da sintese dos

scaffoldsde quitosana/gelatina esta expresso na Figlra 1

TabelalO- Composicéo doscaffoldshibridos de quitosana/gelati@&1 (com variagdo da concentracéo de
glutaraldeido), CG2 (com variagéo da concentragdo de gelatina) e CG3 (com maior teor de quitosana)

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

CG1 CG11 0,67 1,33 0,17 0 0
CG12 0,67 1,33 0,33 0 0
CG13 0,67 1,33 0,67 0 0
CGl4 0,67 1,33 1,67 0 0
CG2 CG21 0,67 0,67 0,08 0 0
CG2-2 0,67 1,33 0,08 0 0
CG23 0,67 2,00 0,08 0 0
CG3 CG31 1,33 0,67 0,08 0 0

Fonte: Autor



Figural? - Fluxograma da sintese desaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG1, CG2 e CG3)

Pesar quitosana (0,1 g Preparar 15 mL da solugio de
para os scaffolds CGl e CG2e 0,2 agua deionizada e acido acético a
g para o scaffolds CG3) 0,67% (v/v)
Dissolver a quitosana em acido Adicionar quitosana a solugio de
acético sob agitagdo magnética | acido acético
¥ Nos scaffolds CG1 e CG3, a concentragio
Apos a dissolucio da quitosana, ¢ gelatina utilizada foi de 1,33% (m/v) ¢ 0,67%

pesar a gelatina e adicionar a (m/v) ou 0,2 ge 0,1 g, respectivamente. Ja nos
- . scaffolds CG2, a concentragio de gelatina variou
solugao de quitosana de acordo com as informacodes fornecidas na

l Tabela 10.

Levar a solugdo a estufa a 60 °C,
para solubilizagdo da gelatina

|

Apbs a solubilizacao da gelatina,

deixar a solugdo resfriar a
temperatura ambiente, sob
agitagio magnética

!

solucdo em moldes cilindricos de 0,08% (v/v), ou 0,0125 mL.

Apds o resfriamento da solugio, Nos scaffolds CG1, a concentragio do
adicionar glutaraldeido sob lutaraldel’do variou de acordo com a Tabela
L. Y- 10. J& nos scaffolds CG2e CG3, a
agitacao magnetica ¢ verter a concentragao de glutaraldeido utilizada foi

Apos formagio do gel
desenformar os scaffolds

b

Congelar a -10 °C por 24 horas

v

Liofilizar por 8 horas

Solugio de hidroxido de sodio a / l
2% (m/v) por 2 h (neutralizacdo do 4 Lavagem 1
acido acético).

Solugao de Boro-hidreto de f L
sodio a 5% (m/v) por 2 h (neutralizagio & Lavagem 2
do glutaraldeido). l
Agua deionizada g/ Lavagem 3

Scaffold —— Secar em estufa a 60 °C

Fonte: Autor
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4.2 .5Scaffoldsde quitosana/gelatin&érogel ddanino-glutaraldeido

Para a preparacdo doscaffolds de quitosana/gelatina/xerogel de tarino
glutaraldeidpprimeiramente diferentes propor¢des de quitosana (conforme Tdbgefai
dissolvida em 10 mL de uma solugdo contendo 0,1 mL de &cido acético (concentragcdo de
1% vlv), utilizando agitacdo magnética. Simultaneamente, pregarauma solucao
contendo 0,02 g de tanino e 5 mL de agua (concentracao dendy% qual foi submetida
a agitacdo magnética até que o tanino se dissolvesse completamente. Apds a dissolucao
completadas solugdes de tanino e quitosana, elas foram combinadas e homogeneizadas. Em
seguida, 0,1 g de gelatina foi adicionada a mistura (concentracéo éer/8), que foi
mantida em uma estufa a 8D até que a gelatina se solubilizass@pletamente. A solucéo
resultante foi resfriadasob agitacdo magnéticaté atingir a temperatura de #5. Neste
momento, 0,0125 mL de glutaraldeido 50%, (concentracao de 0,08% v/v), foi adicionado a
mistura. Apés a homogeneizacdo do glutaraldeido, a mistura foi vertida em moldes
cilindricos(diametro 1,2 cm e comprimento 4 cenjnantida em temperatura ambiente até a
formacédo da estrutura tridimension&s processos subsequentes seguiram 0S mesmos
procedimentos descritos na seddh 1. O fluxograma aoespondente a esse processo pode
ser visualizado na Figuda, e as proporc¢des utilizadas dos reagesneselacédo ao volume

total da solucéo (15 mlgstéo disponiveis na Tabdla

Tabelall - Composicao doscaffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tamjlubaraldeido (CGT),
com variagdo da concentracdo de quitosana

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

Fonte: Autor



Figural8- Fluxograma da sintese desaffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino

glutaraldeido (CGT)

A concentragio

de quitosana dos
scaffolds CGT variou de Pesar quitosana ) Gesar 0,02 gde taninD
acordo com o exposto
i )

na Tabela 11.
Preparar solugdo contendo 10

mL de agua deionizada e 0,1 mL
de acido acético

!}

Adicionar quitosana a solugio de
acido acético

!}

Dissolver a quitosana em acido
acético sob agitagdo magnética

Adicionar o tanino a 5 mL de
agua deionizada

)

Dissolver o tanino sob agitagdo
magnética

Ap0s a dissolugdo da quitosana e
tanino, homogeneizar as duas solu¢des

I

Levar a solucgio a estufa a 60 °C,
para solubilizagio da gelatina

Pesar 0,1 g de gelatina e
adicionar a solugio de
quitosana/tanino

h 2
Apos a solubilizagio da gelatina,
deixar a solugéio resfriar em
temperatura ambiente, sob
agitacio magnética

h 4

Ap0s o resfriamento da solugao,
adicionar 0,0125 mL de
glutaraldeido sob agitagido
magnética e verter a solugiio em
moldes cilindricos

1

N

Congelar a -10 °C por 24 horas

Apos formagao do gel
desenformar os scaffolds

y

Liofilizar por 8 horas

Solugio de hidroxido de sodio a

.L

2% (m/v) por 2 h (neutralizagio do 4

Lavagem 1

acido acético).

Solugio de Boro-hidreto de

A

sodio a 5% (m/v) por 2 h (neutraliza¢io 4
do glutaraldeido).

Lavagem 2

l

V4

Agua deionizada 4

Lavagem 3

|

Scaffold Secar em estufa a 60 °C

Fonte: Autor
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4.3 Intumescimento

Osscaffoldssecos foram inicialmenfeesados e depammersosem 25 mL desolucéo
tampéo fosfatesalino phosphate buffered salinePBS) presente em recipientes
posteriormente vedadosagmazenadoem estufa a 3PC por 24h. Apds esse tempo, 0s
scaffoldsforam retirados dos recipientes e 0 excesso de agua superficial foi removido com
papel filtro (fornecedor J.PROLAB, modelo JP40, gramatura de 80 gRw#)fim, esses
materiais foram pesados novamefii¢ et al, 2016) A taxa deintumescimentofoi
calculadaatravés da equacd@) (JIANG et al, 2021) Na Figural9 esta expresso o

fluxograma do processo de analise do intumescimento.

A taxa de intumescimen{(®o) = ((Sfi1 Si) + Si) x 100(2)

Sendo:
Sf. massalos scaffoldsimidos (g);

Si: massalosscaffoldssecoqQ).

Figural9- Fluxograma da analise de intumescimento

Adicionar os scaffolds .
Incubar os recipientes

) em recipientes
Gesar scaffold seco (SD—) Contendtop;;5 L de —> em estufa a 37 °C por
24 h
solucao PBS

Com auxilio de papel ¥
Pesar scaffold tmido (S filtro remover o i Retirar os scaffolds da
‘ excesso de dgua | solugio PBS

superficial dos scaffolds

Fonte: Autor
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4 .4Porosidade

A porosidade doscaffoldsfoi mensurada através do método de deslocamento de
liquido. O liquido utilizado foi o etangdois quando em contatom oscaffoldnéo interfere
em suamorfologia. O calculo da porosidade se deu pela razdo do volume de poros dos
scaffolds(V1) e seu volume aparenf€2). Para o calculo de VI9i determinada a massa
dosscaffoldssecos (M0) ea massa do sistema composto paaffoldsimersosem etanol
(Ma). Inicialmente, oscaffoldssecos foram pesados e adicionados a uma proveta graduada,
sendo completados com etanol até atingir um volumdgte¥rminado, neste caso, 5 mls.
provetas foram vedadas com papel filme para evitar a evaporacédo do etaaohestras
foram entdo deixadas em repouwsn temperatura ambienp®r um periodo de 1 h. Apoés
esse intervalo, os materiais foram retirados do etaachassao etanol remanescente foi
determinado (Mb). Para o célculo de V2, uma proveta graduada foi preenchioaaame
determinadale etanol (5 mL), e a massa do etanol foi medida (MBca¥foldumido foi
transferido parama proveta vazia, e o etanol foi adicionado até atingir a marca anterior de
5 mL. Novamente, o sistenscaffoldetanol foi pesado (M2)O célculo foi realizado
conforme as equacdé’d), (4) e (5) (SILVESTROet al, 2021) Na Figura B, é apresentado

o fluxograma do processo descrito anteriormente.

V1 = Volume de poros dscaffold= Mai Mbi MO (3)
V2 = Volume aparente dgcaffold= (Mai Mb)i (M27 M1) (4)

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

Sendo:

Ma: massa do sistema composto peaffoldasmersos em etanol (Q);
Mb: massalo etanol remanescente (Q);

MO: massascdfoldssecos (g);

M1: massa do etanol marca préeterminada (g);

M2: sistemascaffoldimido-etanolaté marca préleterminada (g).
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Figura20- Fluxograma da analise de porosidade

Adicionar em uma proveta graduada o No teste em questio o
@ar scaffold seco ( M@—; scaffold seco e completar com etanol volume de etanol utilizado

até um volume pré-determinado. foi de 5 mL

l

Pesar a proveta contendo o scaffold e o

Vedar a proveta com papel
filme para o etanol ndo

3

etanol
evaporar

y

Deixar em repouso por | h 3 Retirar o scaffold do etanol

A 4

i Pesar o etanol remanescente na .
o volume de etanol pré- > Fim da etapa V1

t
determinado (5 mL) (M1) proveta /

Pesar uma proveta contendo

b

Adicionar o scaffold imido

em uma proveta graduada e - PP
b £ N esar sistema contendo scaffold uml%
completar com etanol até a > Fim da etapa V2
, . e etanol (M2) / /
marca pré-determinada (5
mL)

Fonte: Autor

4.5Adsorc¢ao de proteinas

Para o teste dadsorcdo de proteinas, primeiramente, prepsgouma solucao
diluida de albuminaelsoro bovino Bovine Serum Albumi(BSA)) em PBS, com uma
concentracdo de 0,1 g/L. Para isso, pesoW,1 g de BSA e adicion@e a um balao
volumétrico de 1 L. Em seguida, vertsel lentamenta solucdo PBS no baldo volumétrico
até atingir o menisco, agitando delicadamente o contetdo até a completa dissolucédo do BSA.

O fluxugrama do processo pode ser observado na Rifura
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Figura21 - Fluxograma da fabricacédo da solucdo de BSA

L 2

Pesar 0.1 ¢ de BSA\ Adicionar o BSA em um balao
8 4 volumétricode 1 L

A A
) ) N - Verter lentamente a solugdo PBS no
Agitar delicadamente a solugao até a N o .
. . baldo volumétrico até atingir o
dissolucdo do BSA .
menisco

Fonte: Autor

A seguir, @ scaffoldsforam pesados e adicionados a recipientes contendo 15 mL
dessa solugao. Os recipientes foram vedados e armazenados em uma estufapon24 h
temperatura de 37 °C. ApOs esse periodgcasfoldsforam removidos da solucéo e o
sobrenadante foi analisado. Para isso, utitg@a solucdo dBradford para quantificar a
quantidade de proteina adsorvida. Em um recipiente, adicemO,25 mL da solucéo de
proteina ndo adsorvida e 2 mL da solucadBdedford A mistura foi homogeneizada e
mantida em repous@or 5 min. Em seguida, o material foi analisado em um
espectrofotdbmetro UV da marca Bel Engineering, modeleMBZ, a 595 nm(DEPAN;
MISRA, 2013) Na Figura22 é possiveVerificar o fluxograma do processo descritara o

calculo ch quantidade deroteinasadsorvidadoi utilizada a equaca®).

Adsorcaade proteinagmg/g)= ((Cii Cf) x V) + m0 (6)

Sendo:

Ci: concentracéo inicial da solugdo de BSA (mg/L);
Cf: concentragafinal da solugao de BSAng/L);

V: volume de BSAutilizado para analis@h);

mO: massa dacaffold(g) (Xu et al, 2022).
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Figura22 - Fluxograma da andlise de adsorcao de proteinas

Adicionar os scaffolds em Vedar os recipientes ¢
(Pesar scaffold (MO))——) recipientes contendo 15 » incubar em estufa a 37 °C
mL da solugdo BSA por 24 h
Em um recipiente
adicionar 0,25 mL da —
1 ,,l ’ Homogeneizar a solugio Remover os scaffolds da
solucdo sobrenadante de e e N
, sobrenadando de proteina solugdo BSA
proteina e 2 mL da
solugdo Bradford

v
Homogeneizar a mistura ¢ Analisar o material em
deixar em repouso por 5 min espectrofotometro UV a 595 nm

Fonte: Autor

4.6 Dissolucao

Para o teste de dissolucdo, iniceel pesando oscaffolds secos, que foram
posteriormente adicionados a recipientes de vidhotificados contendo 25 mL de solucdo
PBS. Os recipientes foram vedados e incubados’@ poér um tempo especifico, sendo 10
e 21 dias. ApOs o periodo de incubagdo, os materiais foram retirados de seus respectivos
recipientes e submetidos a um processo de lavagem com agua deionizada, resdizéndo
lavagens a cada intervalo de 5 min. Eseegdimento visou a remoc¢ao dos saespntes
na solucdo PBSor fim, osscaffoldsforam submetidos a secagem em uma estufa a uma
temperatura de 60 por um periodo de 24 h. Apos a conclud@sse processo, ssaffolds
foram removidos da estufa para resfriarem até atingirem a temperatura ambiente e, em
seguida, foram pesados novame(ROUSTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022h) O
fluxograma do processo descrito esta contido na FRfura taxa dedissolucace calculada
conforme mostrado na equagd@® (ALTUNORDU et al., 2023)

Taxadissolucadq%) =((Si i Sf) + Si) x 100(7)
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Sendo:
Si: massalosscaffoldsantes de serem incubadgs;

Sf: massalosscaffoldssecos apos periodode incubacgagg).

Figura23- Fluxograma da analise de dissolucéo

Adicionar os scaffolds

o . em recipientes .
sar sc s Ved: tes
Gesar scaffold seco (SD—; ‘dentificados contendo edar os recipientes
25 mL da solucdo PBS l
Lavar os scaffolds 10 Incubar os recipientes
Avar os scajjoras Retirar os scaffolds da em estufa a 37 °C pelo
vezes em intervalos de |¢ . € .
5 min solucao PBS tempo determinado (10
i
e 21 dias)

h 4

Resfri s scaffold:
estufa a 60 °C por 24 h Ingt sar scajfoid sec

temperatura ambiente

v

Fonte: Autor

4.7 Microscopia eletronica de varredura(MEV)

A analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada utilizando o
microscoépiceletrbnico de varredura (ME\da marcal ESCAN, modelo Vega 3 XMUAs
amostras doscaffoldsforam preparadas cortands na secéo transversal do centro das
amostras. Em seguida, as amostras foliaadasno suporte adequado e analisadas no
equipamento MEV. As micrografias dos materiais foram adquiridas com um aumento de
60x, permitindo uma visualizacdo detalhada da estrutura e morfologiscaibsids O

fluxograma do processo descrito esta expresso na Figura 2
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Figura24 - Fluxograma da andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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Fonte: Autor

4.8 Espectroscopia nd nfravermelho por Transformada deFourier (FTIR)

A analise dos materiais preparados por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de FourieFTIR) foi conduzida utilizando o espectrometro PerkinElmer
Frontier(FTIR-UATR). A faixa de andlise abrangeu o intervalo de 450 a 4009 semdo
realizadas 16 varredurd fluxograma deste processo esta ilustrado na Fidura 2

Figura25- Fluxograma da andlise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de FOiR)er (

Retirar fragmento do
scaffolds

R

Adicionar o fragmento no orificio
designado do equipamento

)
Realizar analise no equipamento
FTIR-UATR no intervalo de 450 a
4000 cm-1

Fonte: Autor
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Scaffolds

As diferentes composi¢cOes dssaffoldsimpactaram em sua aparéncia, conforme
apresentado na Figura ZBbservouse uma distingdo na coloracéo doaffoldsGT e CGT
(Figura B (C) e (I)), que contém tanino, apresentando uma tonalidade amarronzada,
condizente com a presenca dessmposto. Por sua vez, ssaffoldsde quitosana pwr C1
e C2, Figura & (D) e (E) respectivamente, exibiram coloragdo amareladac@®ldsde
G comconcentracdo de 0% (v/de Ga (Figura B (A)) sdo brancos, porém, a medida que
se adiciona glutaraldeido, conforme exibidoFigura B (B), nosscaffoldsl, 2, 3 e 4, com
concentracbes crescentes de 0,17% (v/v), 0,33% (v/v), 0,67% (v/v) e 1,67% (Vv/v),
respectivamente, ascaffoldsassumem coloracdo amarelada. d0affoldsde quitosana e
gelatina CG1, CG2 e C@ambém apresentaram variacao de coloré€gmra & (F), (G)

e (H), respectivamenteNotase, entretanto, que ssaffoldsCG1 e CG2Figura & (F) e
(G), respectivamenjeexibiram uma difeneca na aparéncia entre o interior e o exterior. O
interior apresentou coloracdo amarelada, enquanto o exterior mostrou uma tonalidade mais

clara, préxima ao branco.

Figura26 - ScaffoldgA) G 0% (v/v) de Ga, (B) G variando Ga, 1, 2, 3 e 4, correspondem a 0,17% (v/v),
0,33% (v/v), 0,67% (v/v) e 1,67% (viwespectivamente, (C) GT, (D) C1, (E) C2, (F) CG1, (G) CG2, (H)

CG3e(l) CGT
1 2 3 4
&\
- e
(B) ©

e

(A) (D)
® L
i b
T
L % 5
Ly -
(E) (F) (G) (H) )

Fonte: Autor
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Os scaffolds exibidos na Figura B, com excecdo doscaffolds de gelatina
apresentados n&sgura B (A) e (B), haviam sido submetidos aos processos de lavagem e
secagem em estufa a 60 °C por 2B talido salientar quesscaffoldsde gelatina ndo foram
submetidos ao processo de lavagem dewigdbevada degradacdo apresent&ipyra 2,

guando submetidos aos processos de lavagem.

Figura27- (A) Aspecto doscaffoldsG durante a lavagem com hidréxido de sédio e (B) Aspectos dos
scaffoldsG apds a lavagem com behnadreto de s6dio

v b "‘w\
7 % ¥ g
\ \u' :‘
’ pt .\‘\-“ :" \
ol N e
“ & \ 2.
\ TS 5 )
W R iy
%8 o e
Aspecto dos scaffolds de gelatina Aspecto dos scaffolds de gelatina apds
durante a primeira etapa de lavagem em a segunda etapa de lavagem em solugdo
solugdo de hidroxido de sodio a 2% de boro-hidreto de sédio a 5% (m/v)
(m/v) para a neutralizagao do acido para neutralizagao do glutaraldeido.
acético.

Fonte: Autor

5.2 Anélises

No ambito deste estudo, foram conduzidas analdesEspectroscopia de
Infravermelho com Transformada deourier (FTIR), intumescimento, porosidade,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), adsor¢céo de proteinas e diss@ocama
variedade descaffolds com o objetivo de investigar os efeitos demiacdes nos
componentes e concentragbes sobre as propriedades desses materiais. Abaixo esta
apresentada a relacéo entre os tiposcadfoldse os aspectos especificos examinados nos

testes:
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a) scaffoldsde gelatia (G) foram analisados, quando aplicavel, os efeitos das
variacdes na concentracdo de glutaraldeido sobre as propriedadeaffiods

b) scaffoldsde gelatina e tanino (GTjoi investigado o impactdo teorde taninonos
scaffoldsde gelatina

c) scaffoldsde quitosana (Clps analises abordaram as consequéncias das variagdes
na concentracao de glutaraldeido sobre as propriedadssatfudds

d) scaffolds de quitosana (C2)foram examinados os efeitos das variacbes na
concentracdo de quitosana nas propriedadescdd®Ids

e) scaffolds de quitosana e gelatina (CGBs analises focalizaram os efeitos das
variagdes na concentracdo de glutaraldeido nas propriedadestfokls

f) scaffoldsde quitosana e gelatina (CG®)ram investigados os efeitos das variacdes
na concentracdo de gelatina nas propriedadescad®lds

g) scaffoldsde quitosana, gelatina e tanino (CGT9i examinado o impacto das
variagcbes na concentragado de quitosana nas propriedadeEsatfokls

h) comparativaentre oscaffoldsCG21 e CG3L1: foi analisado o efeito do aumento da
concentracdo de quitosana soaffoldscompostos por quitosana e gelatina

i) comparativeentre osscaffoldsCG3-1 e CGTF2: as andlises exploraram os efeitos da
adicdo de tanino acscaffolds considerando uma concentragdo de quitosana de
0,67% (/v);

j) comparativoentre osscaffoldsCG21 e CGTF1: foram examinados os efeitos da
adicdo de tanino acscaffolds considerando uma concentracdo de quitosana de
1,33% (M/v).

5.3Caracterizacdo dos scaffolds de quitosana, gelatina, quitosana/gelating
gelatina/kerogel detanino-glutaraldeido e quitosana/gelatina/xerogel de tanino

glutaraldeido

5.3.1Espectroscopia dinfravermelhacom Transformada de Fouri¢fFTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformad&aleier FTIR) é uma

técnica analitica de grande relevancia na caracterizacdo e analise de materiais, pois
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possibilita a identificacdo da composi¢cdo de uma variedade de compdétosie fornecer
informacdes sobre suas intera¢bes quin{id&P CIUCHet al, 2023)

A técnica de espectroscopia infravermell&TIR) foi empregada para a
caracterizac@o das propriedades estruturais das maigmneass e das interacdes presentes
nos scaffolds G, GT, C1, C2, CG1l, CG2, CG3 e CGPara tanto, tilizou-se um

espectrofotometro PerkinElmer Frontier (FTURATR) para a realizacdo das analises.

Ao analisar o espectro de infravermelho doaffoldsde gelatina G (Figura&, é
possivel identificar a presenca da gelatina por meio de seus numeros de onda caracteristicos
(Tabela 2). O gréfico exibe uma banda larga na faixa dos 3700 a 308Ccomespondente
as vibracGes da amida A (3290 ‘®re amida B (3080 ci). Essas bandas indicam a
presenca das ligacdes mais alongadas do grupbélNsomadas as ligacdes de hidrogénio
(VENKATESAN et al, 2023) Além disso, observae a presenca dos seguintes picos: o
pico em 1627 crh, relacionado a ligagdo C = O (amida 1); o pico em 1539, @ssociado
a ligagdo Hi N (amida II); o pico em 1333 chcorrespondente a ligacdoiHN (amida
l1); e o pico em 1028 crh relacionado ao alongamento da ligacdo@i C (ECHAVE et
al., 2022; LUKIN et al, 2023; MOGHANIAN et al, 2023; NACU et al, 2023)
Adicionalmente, os picos em 2925 ¢m 1081 crit caracterizam as ligacéesiCH e Ci
O, respectivament@ ENKATESAN et al, 2023)

Tabelal2 - Relacdo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho rsoaffoldsde gelatina pura (G)

Numero de onda (cmt)  Grupo funcional

3290 Amida A
3080 Amida B
2925 CiH
1627 Amida |
1539 Amida Il
1333 Amida Il
1081 Ci O
1028 CioicC

Fonte: Autor
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Figura28 - Espectroscopia de infravermelho desffoldsde gelatina pura (G): -G (0% (v/v) Ga), &
(0,17% (v/v) Ga), &3 (0,33% (v/v) Ga), &1 (0,67% (v/v) Ga) e & (1,67% (v/v) Ga)
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Fonte: Autor

Os espectroslosscaffoldsde gelatina e tanino (GT), expresso na Fi@®&aevela a
presenca de picos caracteristicos tanto da gelatina quanto do fabarwda larga na faixa
dos 3700 a 3000 cié relacionada as vibragdes da amida A (3288)@amida B (305
cmh), indicando as ligagbes mais alongadas do grugoHN associadas a formacédo de
ligacGes de hidrogéniVENKATESAN et al, 2023) No entanto, o pico em 3280 ¢m
também pode estar associado ao alonganiefbl das estruturas fendlicas presentes no
tanino(BLYWEERT et al,, 2023) Além disso, o pico em 2934 chearacteriza as vibragdes
do alongamento do CH, presentes tanto na gelatina quanto no tafii#&iN et al, 2022;
IRMAN et al, 2022; VENKATESANet al., 2023) Os picos em 1635 che 1534 crit estdo
relacionados a ligacdo € O (amida I) e a ligacdo H N (amida Il), respectivamente,
presentes na gelatifBCHAVE et al, 2022; LUKIN et al, 2023; MOGHANIAN et al,
2023; NACUet al, 2023) Entretanto, a presenca conjunta dos trés pico4@8s cn.,
1534 cm! e 1448 crt sdo caracteristicas da vibracdo de alongamento do anel aromatico
presente no tanino. O pico em8TXnt! é atribuido a vibragdo de alongamento fendlico de
i OH do taningHAN et al, 2022) O pico em 1334 crhcorresponde a ligacdoiHN (amida
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ll), presente na gelatin&ECHAVE et al, 2022; LUKINet al, 2023; MOGHANIANet al,
2023; NACUet al, 2023) Os picos em 1155 cie 1124 crrt foram produzidos pelo
alongamento da ligacd0iG0 aromati® e da vibracdo de alongamento da ligacaoGdo
éter alifatico, respectivamente, ambos associados ao tddilN et al, 2022) O pico em
1028 cm' pode ser associado tanto ao alongamento da liga¢&»i0C da gelatina quanto
do tanino(ECHAVE et al, 2022; LUKINet al, 2023; MOGHANIANet al, 2023; NACU
et al, 2023;HAN et al, 2022) A banda situada entre 840 ¢ra 614 cm foi causada por
vibracfes de deformacao fora do plano de ligacdedH@lo anel aromaticHAN et al,

2022) A Tabela B apresenta um resumo dos dados de espectroscopia

Tabelal3- Relagdo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho msoaffoldshibridos de gelatina/xerogel de tanigloitaraldeido (GT)

Numero de onda (cmt)  Grupo funcional

3280 Amida A (gelatina)i OH (tanino)

3075 Amida B (gelatina)

2934 C1 H (gelatina e tanino)

1635 C = O (amida I) (gelatina)

1534 Hi N (amida Il) (gelatina)

1625, 1534 e 1448 Alongamento do anel aromatico (tanino)
1387 Alongamento fendlico dé OH (tanino)
1334 HT N (amida lll) (gelatina)

1155 Alongamento @ O aromatio (tanino)
1124 Alongamento @ O éter alifaticqtanino)
1028 C1 Ofi C (gelatina e tanino)

614-840 Deformacao fora do plano de ligacfes (

H insaturadas do anatomético (tanino)

Fonte: Autor
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Figura29 - Espectroscopia de infravermelho rszsffoldshibridos de gelatina/xerogel de tarino
glutaraldeido (GT): G1L (0,17% (m/v) Tn), GI2 (0,33% (m/v) Tn), GI3 (0,50% (m/v) Tn), G¥4 (0,67%
(m/v) Tn) e GT5 (0,83% (m/v) Tn)
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Fonte: Autor

Ao analisar o espectro de espectroscopia infravermé&htR) dos scaffoldsde
quitosana pura C1 e C2, representados na Figyré Bossivel identificar caracteristicas
espectrais tipicas da quitosana. O espectro apresenta diversas bandas e picos que Sac
indicativos de grupos funcionais especificos presentes na estrutura da quitosana. Entre os
principais, destacasse a banda ampla de absorcdo entre 3500 e 3006, com um pico
proeminente em 3328 cincorrespondente as frequéncias de estiramento das ligaBes
e TNH. Essas vibracdes sdo caracteristicas dos grupos hidroxila e amina presentes na
quitosana.As bandas em 2926 che 2865 cm', que sdo atribuidas aos estiramentos
simétrico e assimétrico das ligacdes iCH na quitosanaO pico em 1642 cm,
correspondente a vibracédo de estiramento da carbonila (C = O) da amida | presente na
quitosanaO pico em 1567 cm, relacionado a curvatura do grupo amind) da amida Il
na estrutura da quitosan@s fcos situados entre 1313 ¢ne 1450 crit, associados as
vibracdes de grupos hidroxila@H) e grupos metilai CH) presentes no anel da quitosana.

A vibracdo de estiramento ICO daestrutura do sacarideestarefletida nas bandas de
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absorcdo em 896 che uma curva mais ampla em torno de 1024.d&ssas bandas e picos
caracteristicos da quitosana no espectro FTIR confirmam a presenca desse polissacarideo
nosscaffoldsC1l e C2(RESSLERet al, 2023; SANDOMIERSKEt al, 2022) Na Tabela

14, estdo expostos resumidamente os dados das bandas e psafdtdsCl e C2.

Tabelal4d - Relagdo entre os numeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho sosffoldsde quitosana pura (C1 e C2)

Numero de onda (cmt)  Grupo funcional

3328 TOH eiNH

2926 C1 H (estiramento simétrico)

2865 C1 H (estiramento assimétrico)

1642 C=0 (amidal)

1567 H1 N (amida II)

1313 a 1450 Hidroxila (i OH) e grupos metilai CH) presentes no anel ¢
quitosana

896 e 1024 C1 O (estiramento)

Fonte: Autor
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Figura30- Espectroscopia de infravermelho rsesiffoldsde quitosana pura C1: €1(1,67% (v/v) Ga), C1
2 (3,33% (v/v) Ga), CB (5% (v/v) Ga), CH4 (6,67% (v/v) Ga), CGb (10% (v/v) Ga) e Gb (13,33% (v/v)
Ga); e C2: C2 (0,67% (m/v) Ch) e G2 (1,33% (m/v)
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Fonte: Autor

Ao analisar o espectro de infravermelho doaffoldsde gelatina e quitosana CG1,
CG2 e CG3 (Figurald e compardo com os gréaficos gerados pekxsaffoldsde gelatina
pura (G) e quitosana pura (C1 e C2) (Figuis ), respectivamente), é possivel constatar
queos picos e bandas observados nos espectros FTIBcdfieldsCG1, CG2 e CG3 sdo
consistentes com as vibracfes caracteristicas das ligacdes e grupos funcionais presentes ne
gelatina e na quitosana, conforme demonstrado nas referéncias especsasdffduisde
gelatina pura (G) e quitosana pura (C1 e C2).

A Tabela 5 apresenta os picos observados nos espectrediisldsCG1l, CG2 e
CG3, assim como seus correspondentes compostos identificados. Essa tabela resume as
principais informacgfes espectrais dsmmffoldshibridos, evidenciando a coexisténcia de

gelatina e quitosana em sua composicao.
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Tabelal5 - Relagéo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho soaffoldshibridos de quitosana e gelatina (CG1, CG2 e CG3)

Numero de onda (cmt)  Grupo funcional

3290 TOH el NH (quitosana) e Amida A (gelatina)

3080 Amida B (gelatina)

2926 C1 H (estiramento simétricqyjuitosana e gelatina)

2849 C1 H (estiramento assimétric@uitosana)

1625 C = O (amida IYquitosana e gelatina)

1544 Hi N (amida Il)(quitosana gelatina)

1337 Amida Ill (gelatina)

1337a 1444 Hidroxila (i OH) e grupos metilai CH) presentes no anel ¢
quitosana

899a1075 C1 O (estiramentojquitosana e gelatina)

Fonte: Autor

Figura31 - Espectroscopia de infravermelho rsasiffoldshibridos de quitosana/gelatina CG1: CG1
(0,17% (v/v) Ga), CGR (0,33% (v/v) Ga), CGB (0,67% (v/v) Ga) e CG4 (1,67% (v/v) Ga); e CG2:
CG21 (0,67% (m/v) Ge), CG2 (1,33% (m/v) Ge) e CG2 (2% (m/v) Ch)
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Ao analisar o espectro de infravermelho scaffoldsde quitosana, gelatina e tanino
(CGT) na Figura 3, é possivel identificar os picos e bandas que evidenciam a presenca dos
trés compostos, os quais ja foram previamente identificados nos graficos dasZdge®as
30 e 31, bem como nas tabelas 11, 12, 13 eAldicionalmenteé evidente que tanto a
gelatina quanto a quitosana apresentam um grande namero de picos e bandas similares, uma
vez que compartilham ligacdes quimicas e estruturas semelh@rtsasno mostra certa
convergéncia com a quitosana e a gelatina em alguns pontos, devido a caracteristicas
compartilhadas entre esses compostimsentanto o tanino também apresenta um elevado
namero de bandas e picos exclusivos de sua propria estrutura quimica, que diverge

significativamente dos outros componentes presentescatieldsCGT.

A Tabela B apresenta de forma conjunta 0s picos e suas respectivas atribuicbes aos

compostos presentes scaffoldCGT.

Tabelal6 - Relagdo entre os nimeros de onda e os grupos funcionais referentes aos resultados observados na
espectroscopia de infravermelho rmeaffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tamgjlubaraldeido
(CGT)

Numero de onda (cnmt)  Grupo funcional

3297 T OH el NH (quitosana), Amida A (gelatina)i®©H (tanino)

2922 C1 H (estiramento simétricqyjuitosana, gelatina e tanino)

2853 C1 H (estiramento assimétrico) (quitosana)

1633 C = O (amida IYquitosana e gelatina)

1537 H7 N (amida Il)(quitosana e gelatina)

1499 1537 e 1625 Alongamento do anel aromatico (tanino)

1375 Alongamento fendlico deOH (tanino)

1319 H'i N Amida Il (gelatina)

1319 a 1415 Hidroxila (i OH) e grupos metilai CH) presentes no anel daitosana
1150 Alongamento @ O aromatico (tanino)

892a1055 Ci O (estiramentojquitosana, gelatina e tanino)

557 a 892 Deformacéo fora do plano de ligag6es$ €l insaturadas no esqueleto 1

anel aromético (tanino)

Fonte: Autor
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Figura32 - Espectroscopia de infravermelho reesiffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino
glutaraldeido (CGT): CGT (0,67% (m/v) Ch) e CGR (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor
5.3.2Intumescimento

O intumescimento € uma propriedade fundameitdakcaffolds determinando sua
capacidade em absorver fluidos. Essa capacidade é influenciada por diversos fatores,
incluindo a porosidade do material, a interconexao entre 0s poros, as caracteristieas fisico
guimicas da matérprima utilizada em sua sintese e as propriedades ddisigyeomo a
hidrofilicidade Além disso, € comum expressar a capacidade de intumescimento em forma
de taxa. A taxa de intumescimento representa a velocidade ou proporcao eam qu

material absorvabsorvedluidos ao longo do temp@BDIAN et al, 2023)

Osscaffoldsfabricados a partir de polimeros naturais demonstram maior tendéncia a
intumescer quando expostos a fluidos biolégicos. Esse intumescimento inicial é benéfico
para a adeséo e crescimento celular devido ao aumento do tamanho dos poros. No entanto,
um intunescimento continuo pode comprometer a estabilidade mecanicscalbslds

(ZHANG et al, 2023c) O intumescimento doscaffoldsse faz essencial para a manutengéo
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das células ali presentes, proporcionando fluxo de nutrientes, oxigénio e réSidabs
BAKHT KHOSH HAGH, 2019)

Em scaffolds destinados a cicatrizacdo de feridagr exemplo,a analise da
capacidade de intumescimento é essemua permite avaliar a estabilidade estrutural
desses materiaiguandoem contato com o exsudafmesente na ferida seu devido
gerenciamentdD acumulo excessivo desse liquido pode facilitar o crescimento de bactérias,
levando ao desenvolvimento de infeccbes e contribuindo para a cronicidade da ferida
(LINJU; REKHA, 2023) Portanto, i curativo comboacapacidade de absor¢cdo de dgua
desempenha um papel importante na inibicdo do crescimento bacteriano e cria um ambiente
umido para a cicatriza¢cdblASIRI; AHMADI; AFSHAR-TAROMI, 2023)

O teste de intumescimento foi conduzido em duplicata utilizando amostras de
scaffoldsmersas en25 mL desolucao PBS a 37 °C por um periodo de 24 h. As Fi@®as
34, 35, 36, 37, 38, 39, 4041 apresentam os resultados da taxa média de intumescimento
para os seguintes grupos de amosteaffoldsde gelatina/xerogel de tanigbutaraldeido
(GT), quitosana (C1 e C2), quitosana/gelatina (CG1 e CG2), e quitosana/gelatina/xerogel de
taninoglutaraldeido (CGT). Além disso, as figuras também exibem as comparagdes entre 0s
scaffoldsCG21 e CG3l, CG31 e CGF2, CG21 e CGFL, respectivamente, bem como o
impacto das variacbes nos reagentes utilizados (glutaraldeido, quitosana, gelatina e tanino)

nosresultados obtidos.

Nao foi possivel avaliar o efeitda concentracdo de glutaraldeido na taxa de
intumescimento dscaffoldsde gelatina (G), uma vez que as amostras ndo suportaram a

etapa de remocéo de residuos do glutaraldeido nédo reagido.

Assim, com o intuito de aumentar a estabilidade da matriz, adicsmadanino
durante a etapa de reticulacdo do gel. O aumento do teor de (sraffoldsGT i Figura
33) de 0,17% a 0,33% acarretou a reducéo da taxa de intumescim&@d&5% para
577%+11%. Um aumento adicional no teor de tanino n&o afetou significativamente a taxa

de intumescimento da matriz.

A redugdo da taxa de intumescimento dmsffolds GT com o aumento da
concentracdo de tanino pode ser atribuida as interagbes entre os compostos fenolicos
presentes no tanino e os grupos funcionais disponiveis na gelatina, o que resulta na

reticulacdo das cadeias de gelatina. Essas interacdes promdeemagdo de ligacdes



102

cruzadas entre as cadeias de gelatina, resultando em uma estrutura mais estavel e menos
suscetivel a absor¢éo de 4¢EaXABIDE et al, 2022)

Além disso, verificotse que 0 aumento adicional da concentracao de tanino nao teve
efeito significativo na taxa média de intumescimel#so sugere que os grupos funcionais
disponiveis na gelatina ja tenham interagido com os grupos fendlicos do tanino, alcancando
uma saturacédo na solug&IUSSEL, 1994)Nesse ponto, a adicdo de mais tanino ndo resulta

em novas interacdes ou reticulacdes, levando a uma estabilizac&o daribxaescimento.

Figura33- Taxa média de intumescimento dasffoldshibridos de gelatina/xerogel de taniglotaraldeido
(GT): GT-1 (0,17% (m/v) Tn), GI2 (0,33% (m/v) Tn), GI3 (0,50% (m/v) Tn), G4 (0,67% (m/v) Tn) e
GT-5 (0,83% (m/v) Tn)
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Fonte: Autor

Os resultados dos testes de intumescimento demonstraram ggeaffoidsC1
(Figura 31, o aumento da concentracao de glutaraldeido de 1,67% a 13,33% levou a reducao
progressivala taxa de intumescimento 888% + 20%para226% + 11%, respectivamente.
A reducdo dacapacidade dentumescimentada matriz poliméricgpode ser atribuida ao
bloquebd departe dogrupos funcionaisa etapa de reticulacdo com glutaraldeido, uma vez
gue a quitosana possui grupos funcionais hidrofilicos com alta capacidade de absorcdo de
agua(OLAD; BAKHT KHOSH HAGH, 2019)
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Figura34 - Taxa média de intumescimento dasffoldsde quitosana pura (C1): €1(1,67% (v/v) Ga), C1
2 (3,33% (v/v) Ga), CB (5,00% (v/v) Ga), CH (6,67% (v/v) Ga), Gb (10,00% (v/v) Ga) e G (13,33%
(viv) Ga)
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Fonte: Autor

O aumento da concentracéo de quitosanasoafoldsde quitosana (notagcdo C2
Figura &), de 0,67% a 1,33%, resultou na reducéo da taxa de intumescimento, de 938% =+
20% para 782% * 18%, respectivamente. Na pesquisa realizada gtoal (2019) foi
observado um comportamento semelhantesesiffoldshibridos de quitosana/colageno, no
qual o aumento da concentracdo de quitosana resultou na reducdo do intumescimento. Foi
constatado que oscaffold contendo 10% de quitosana apresentou uma taxa de
intumescimento de 182,7%, enquantscaffoldscom concentracdes de quitosana de 50%,
70% e 90% apresentaram taxas de intumescimento inferiores a 50%, apo6s 2 h de incubacédo
a 37 °C.

O aumento na concentragdo de quitosana, embora aumente a presenca de grupos
funcionais hidrofilicos com afinidade pela agua, culmina na formacédo de uma estrutura
polimérica mais dens&om isso ssa estrutura pode torsa menos suscetivel a absorcao
de agua, provocando possivelmente a reducdo na capacidade de intumescimento dos
scaffolds(HSIEH; LIAU; LI, 2015).
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Figura35- Taxa média de intumescimento dasffoldsde quitosana pura (C2): €2(0,67% (m/v) Ch) e
C2-2 (1,33%(m/v) Ch)
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Fonte: Autor

No caso doscaffoldsCG1 (Figura 8) o aumento da concentracdo de glutaraldeido
de 0,17% al,67% ocasionou um ligeiro aumento na taxa de intumescimento, sendo a

variacdo dessa taxa de 600%3% a773%0 +28%, respectivamente.

Figura36 - Taxa média de intumescimento dasffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG1): GG1
(0,17% (v/v) Ga), CGR (0,33% (v/v) Ga), CGB (0,67% (v/v) Ga) e CGA (1,67% (v/v) Ga)
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Enquanto o aumento da concentracao de gelatina resdésids(notacdo CG2Z
Figura ) ndo afeta significativamente a taxa de intumescimento, variando entre 600% =+
13% a 689% + 29% nas concentracdes 0,67% a 2%, respectivamente. Ambos os resultados
sao contraintuitivos, uma vez que o aumento da quantidade de glutaraldeido deveria resultar
em uma menor disponibilidade de grupos funcionais hidrofilicos presentes na quitosana e na
gelatina, enquanto a maior quantidade de gelatina deveria resultar em maior disponibilidade
de pontes de hidrogéni@gesponsaveis pela absorcédo de afprapadas enr moléculas de
agua, acido carboxilico e grupos am{@.AD; BAKHT KHOSH HAGH, 2019).

Figura37 - Taxa média de intumescimento dmsffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG2
(0,67% (m/v) Ge), CG2 (1,33% (m/v) Ge) e CG23 (2,00% (m/v) Ge)
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Fonte: Autor

Nos scaffoldsCGT, a variagdo da concentracdo de quitosana entre 0,67% e 1,33%
resultou em um aumento na taxa média de intumescimento, passando de 1380% + 89% para
1659% + 105%, como mostrado na Figu8a 3
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Figura38- Taxa média de intumescimento dasffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino
glutaraldeido (CGT): CGT (0,67% (m/v) Ch) e CG2 (1,33% (m/v) Ch)

D
=]
=
<

- CGT-1
1659 [ ]car-2

I

1500 - 1380

1000

500

Taxa média de intumescimento (%)

=

CGT

Fonte: Autor

Essa mesma tendéncia foi observada na comparaca@caitddsCG21 e CG31
(Figura 39), nos quais a taxa média de intumescimento aumentou de 600% * 13% para
1873% + 60%, quando a concentracdo de quitosana também variou de 0,67% &it,33%.
estudo conduzido pofu et al. (2021) foram obtidos resultados semelhantes. Ao aumentar
a quantidade de quitosana soaffoldsde 1 g para 2 g, a taxa de intumescimento aumentou
de 617% para 944% apos drasde imersao em solucdo PBS a 37 °C.

Nesse contexto, os resultados obtidos podem ser associados aos grupos hidrofilicos
existentes na quitosana. A medida em que sua concentracdo € aumentada, ha uma ampliacdo
correspondente na disponibilidade desses grupos com afinidade pela agua. Isaoygmr su

promove uma melhoria na capacidade de intumescimerdcadiold

Adicionalmente, os resultados obtidos com a variacdo da concentracdo de quitosana
nos scaffoldsCGT, CG21 e CG31 diferem dos observados nseaffoldsC2, onde o
aumento da concentracdo dessa substancia levou a uma leve reducédo na taxa média de
intumescimento. Essa variagdo se deve possivelmente as diferentes formulacbes dos
scaffolds Apesar doscaffoldsapresentarem proporc¢des parecidas de quitosaseafbslds
C2 foram sintetizados com uma concentragdo de 1,67% de glutaraldeido, enquante os CGT
1, CGT2, CG21 e CG31 foram preparados com 0,08% (v/v).

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

concentracdo de glutaraldeido, a incorporacdo de quitosanscaifsldspromove um



107

aumento na capacidade de intumescimento. Esse incremento é resultado da disponibilidade
mais ampla de grupos funcionais hidrofilicos que ainda ndo reagiram com o glutaraldeido.
Entretanto, enscaffoldsfabricados com concentracdes mais elevadas de glutaraldeido, que
pode estar em excesso, 0 aumento na concentracdo de quitosana provavelmente induz a
reacdo entre seus grupos hidrofilicos e as moléculas remanescentes de glutaraldeido. Essa
interacao propie uma reticulagdo mais significativa sieaffold juntamente com o aumento

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

Figura39- Comparacéo da taxa média de intumescimentscfoldshibridos de quitosana e gelatina
CG21 (0,67% (m/v) Ch) e CG2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Ao comparar oscaffoldsCG31 e CGTF2 (Figura40), nos quais a Unica diferenca
na composicao é a adi¢do de 0,17% de taningad®IdsCGT-2, foi observada uma leve
reducao na taxa de intumescimento de 1873% + 60% para 1659% * 105%. Esses resultados
estdo em consonancia com os observadosceffoldsGT, em que a inclusdo de tanino
também resultou em uma reducéo na taxa média de intumescimento, passando de 980% =+

55% para 577% + 11% quando a concentracéo de tanino variou de 0,17% para 0,33%.
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Figura40- Comparacao da taxa média de intumescimentachffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG3
1) e quitosana/gelatina/xerogel de targiataraldeido (CGI2), com concentracdo de quitosana de 0,67%
(m/v)
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Fonte: Autor

Por outro lado, ao comparar ssaffoldsCG21 e CGTF1 (Figura4l), nos quais a
principal diferencaambéntoi a adicdo de tanino, observea um significativo aumento na
taxa média de intumescimento. NmaffoldsCG21, sem adicéo de tanino, a taxa média de
intumescimento foi de 600% + 13%, enquantosuagfoldsCGT-1, com a adicéo de 0,17%
de tanino, a taxa de intumescimento eleseypara 1380% + 89%.

Este resultado € contraintuitivo, uma vez que ao adicionar o tanino, ocorre a
reticulacdo da cadeia, através da interacdo dos grupos fendlicos do tanino com 0s grupos
funcionais dos demais compostos, 0 que estabiliza a rede polimérica e dificulta a
permeabidade de fluidos e consequentemente sua absorcdo, impactando na taxa de
intumescimentdETXABIDE et al, 2022)
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Figuradl- Comparacao da taxa média de intumescimentaschi$oldshibridos de quitosana/gelatina (CG2
1) e quitosana/gelatina/xerogel de tangtataraldeido (CGTL), com concentragao de quitosana de 1,33%
(m/v)
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Fonte: Autor

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

e gelatina na literatura.

Além disso, verificotse quescaffoldsfeitos exclusivamente de quitosana nao
apresentaram formacédo de gel com uma concentracao de glutaraldeido inferior a 1,67%. No
entanto, ao adicionar gelatina agsffoldsde quitosana, foi possivel reduzir a concentragéo
de glutaraldeido para 0,08%sse resultado € benéfico, considerando que o glutaraldeido
tem propriedades citotoxicasendo desejavel minimizar sua presenca em aplicacdes

biomédicas

5.3.3Porosidade

A porosidade € um elemento crucial na engenharia de tecidos, desempenhando um
papel indispensavel ao permitir a migracdo celular através da estrutacafttdd bem
como facilitar a oxigenacéo celular, a difusdo de nutrientes e a remocao de produtos

residuais. Adicionalmente, € relevante enfatizar que a porosidade exerce uma influéncia
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direta na area superficial do material, que, por sua vez, tem um impacto direto na adeséo
celular e na resisténcia mecanicasdaffold(BAPTISTA; GUEDES, 2021)Contudo, é
necessario encontrar um equilibrio adequado na taxa de porosidade, uma vez que niveis
excessivamente altos podem comprometer a estabilidad@&nica doscaffolds enquanto

taxas muito baixas podem prejudicar a proliferagéao celular e a permeabilidade, dificultando
a disponibilidade de nutrientes e a formacao de vasos sang(hbdNG et al, 2022)
Parascaffoldsdestinados a regeneracéo tecida&ixade porosidade deve estar er@8so

e 90% (INDRA et al, 2023) O método utilizado para analisar a porosidade no presente
trabalho foi o deleslocamento liquiJasado para avaliamrosidade abertdos materies
(KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005)

N&o foi possiveldeterminara porosidade dscaffoldsde gelatina devido a sua
elevada taxa ddissolugdoNo entanto, adicdo de tanino acaffoldsGT (Figura42),
provocou reducéo na taxajperosidadesendo a variagao observad#®€eo + 3% pard9%

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

Figura42 - Taxa meédia de porosidade dszaffoldshibridos de gelatina/xerogel de taniglotaraldeido
(GT): GT-1 (0,17% (m/v) Tn), GI2 (0,33% (m/v) Tn), GI3 (0,50% (m/v) Tn), G4 (0,67% (m/v) Tn) e
GT-5 (0,83% (m/v) Tn)
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Fonte: Autor

Conforme apresentado na Figdf a introducdo de glutaraldeido rexaffoldsC1

tem efeito significativo na porosidade do material. Um aumenth@®6 para 3,33%na
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quantidade dglutaraldeidem soluc¢éo, resulta num aumento de 28886 para96% + 1%

na porosidade da matriz. Um aumento adicional no teor de glutaraldeido ndo gera variacao
significativa na porosidade do materiBloustdaret al. (2022b) encontraram resultados
semelhantes pasaffoldsde quitosana/nanocristal de celuloSe seu estudo os autores
observaram ques scaffoldssintetizados sem glutaraldeido apresentaram uma porosidade
de 88,64%, enquanto axaffoldscom uma concentracdo de 1% (p/p) de glutaraldeido

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

Figura43- Taxa média de porosidade dasaffoldsde quitosana pura (C1): €1(1,67% (v/v) Ga), GR
(3,33% (v/v) Ga), CB (5,00% (v/v) Ga), G4 (6,67% (v/v) Ga), Cb (10,00% (v/v) Ga) e G& (13,33%
(viv) Ga)
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Fonte: Autor

O aumento da concentracdo de quitosanasoafoldsC2 (Figura 4) ndo resultou
em alteracdes significativas na porosidade do materiadc&ioldsfabricados com 0,67%
(m/v) de quitosana demonstraram uma taxa de porosidade de cerca de 78% * 4%, enquanto
os scaffoldscom 1,33% ifh/v) de quitosana apresentaram um resultado praticamente
idéntico, com 78% * 3%, exibindama variacdo minima no erra pesquisaonduzida
por Sl et al (2019) foram observado®sultados semelhantes em relacdo a porosidade dos
scaffolds Os autores constataram que o aumento da concentracéo de qetoseatiolds
hibridos de quitosana/colagemnesultou em uma variagdo minima na porosidadesstudo,

scaffoldscontendo 10% e 50% de quitosana exibiram uma porosidade proxima a 85%,
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engquanto aqueles com 70% e 90% de quitosana apresentaram uma porosidade aproximada
de 90%.

Figura44 - Taxa média de porosidade dsmaffoldsde quitosana pura (C2): €2(0,67% (m/v) Ch) e G2
(1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

ParascaffoldsCG1(Figurad5), a elevacao do teor de glutaraldeid®dé%a 1,67%
resulta no aumento da porosidade 45%t 3% para 80% 2%, respectivament€onforme
citado anteriormenteDoustdaret al (2022b) encontrou resultadosimilaresem seus
estudos decaffoldsde quitosana e nanocristais de celulose, onde a adi¢cdo de 1% (p/p) de
glutaraldeido aumentou a porosidade de 88,64% para 93,34%, em comparagcdo com 0O

scaffoldsem glutaraldeido.
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Figurad5 - Taxa média de porosidade damsffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG(0,17%
(v/v) Ga), CG22 (0,33% (v/v) Ga), CGB (0,67% (v/v) Ga) e CG4 (1,67% (v/v) Ga)
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Fonte: Autor

Os scaffoldsde CG2 (Figurad6) apresentaram reducdo da porosidggdéo + 1%
para54% +1%) com o aumento da concentracaogédatina (0,67% a 2%). No estudo de
Wanget al (2021) foi observado um comportamenparecidg em scaffoldshibridos de
carboneto de boro/gelatinande a adigéo de gelatina em concentragdes de 0% (p/p), 1%
(p/p), 2% (p/p), 3% (p/p) e 5% (p/p) resultou em uma reducéo na porosidade de ¥4,53%
1,536 para 74,17%t 2,1%%, 73,99%=+ 1,726, 73,72%+* 2,3P0 e 73,2%0 + 1,94%,

respectivamente
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Figura46 - Taxa média de porosidade dsaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG2): CG,67%
(m/v) Ge), CG22 (1,33% (m/v) Ge) e CG3 (2,00% (m/v) Ge)

= CG2
70+
< "68
()
o
< 65
S
7]
o
s<560
a,
)
o
.8 554
= ns54
N
£ n
< 4 51
< 50
<
[_‘
45 T 1 - T T T T " 1 T T T T T
06 08 10 12 14 16 18 20 22

Ge (% m/v)

Fonte: Autor

NosscaffoldsCGT (conforme Figura®, o aumento da concentracdo de quitosana
de0,67% (/v) para 1,33%r(/v) resultou em uma reducdo da taxa média de porosidade,
diminuindo de 81% #1% para 72% + 1%. Esseesultadossdo consistentes com 0s
resultados obtidoso estudgor Tienet al (2022) que investigaram nanofibras hibridas de
quitosana/poli(éxido de etileno). Nesse estudo, concentracdes de quitosana de 95%, 90%,
80%, 70% e 30% exibiram porosidade de aproximadamente 33%, 44%, 52%, 57% e 75%,
respectivamente. A porcentagem de porosidadses estudos foi calculada utilizando o

meétodo de densidade aparente.
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Figurad7 - Taxa média de porosidade dmsffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino
glutaraldeido (CGT): CGT (0,67% (m/v) Ch) e CG2 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Ao comparar oscaffoldsCG2-1 e CG31 (Figura 8), fica evidente que o aumento
da concentracdo de quitosand¢r % (/v) para 1,33%rt/v) resultou em um aumento na
taxa média de porosidade, passando de 68% + 1% para 79% + 4%. Apesar dessa divergéncia
em relacdo aos resultados encontrados para adaffeldsque também tiveram variacdo
na concentragcédo de quitosana (como C2 e CGT), essa tendéncia de aumento na porosidade
com o aumento da concentracdo de quitosamdémesta em consonancia com pesquisas
existentes na literatura. De fato, um estudo conduzidhipar Wang (2023)demonstrou
resultados similares pasaaffoldshibridos de quitosana/carbonato de célcio, onde o maior
teor de quitosana resultou em maiores taxas de porosidade. Nesseseaftmidscontendo
teores de quitosana de 100%, 80%, 60% e 40% exibiram taxas de porosidade de 95,59%,
93,13%, 91,01% e 89,76%, respectivamente.
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Figura48- Comparacao da taxa média de porosidadescaioldshibridos de quitosana e gelatina CG2
(0,67% (m/v) Ch) e CG3 (1,33% (m/v) Ch)
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Fonte: Autor

Ao comparar oscaffoldsCG2-1 e CGF1 (Figura49), ambos contendo gelatina e
guitosana a uma concentracdo de 0,6@¥)( notouse que a adicdo de 0,17% de tanino
(nosscaffoldsCGT-1) resultou em um aumento da taxa média de porosidade, elevaedo
68% * 1% para 81% * 1%.

Figura49- Comparacao da taxa média de porosidadesdaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CGBe
quitosana/gelatina/xerogel de taniglotaraldeido (CGT2), com concentragdo de quitosana de 0,67% (m/v)
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No entanto, ao analisar gsaffoldsCG31 e CGTF2 (conforme Figuré0), cujas
formulacdes incluem gelatina e quitosana em concentracdes de 67)% 1,33% ih/v),
respectivamente, observse que ao adicionar 0,17%/{) de tanino ascaffoldCGT-2,

ocorreu uma reducéo na taxa de porosidade, diminardd79% + 4% para 72% + 1%.

Figura50- Comparacéo da taxa média de porosidadescdaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CGRe
quitosana/gelatina/xerogel de taniglotaraldeido (CGTL), com concentracdo de quitosana de 1,33% (m/v)
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Fonte: Autor

E importante ressaltar que a porosidadesdaffold &€ influenciada por diversos
fatores, tais como o método de preparo empregado para a siats®gosicado scaffold
(ZHU et al, 2021) Conforme mencionado anteriormente, na técnica de liofilizacao,
primeiramente o material € congelado para a conversdo do solvente (dgua) em cristais de
gelo e, apos a solidificacao, o solvente é retirado do material por sublimacéo, resultando na
formacgaodos poros onde os cristais de gelo antes se encont(&tBRINK et al, 2023;
SERRANGAROCA et al, 2022) Portanto é essencial considerar a razdo entre soluto e
solvente durante a sintese do material, pois ela impacta diretamente na porosidade, uma vez
gue uma maior proporcdo de soluto resultaria em menor disponibilidade de solvente para

formacdao de cristade gelo.

O estudo dé.iu e Wang (2023)corroborou com essa relagéo, demonstrando que o
aumento da concentracdo de carbonato de soédio (soluto¥caffolds hibridos de
quitosana/carbonato de sédio provocou uma reducéo na porosidade. Portanto, quanto maior
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a quantidade de soluto (sélido) presente na solug@ior a tendénciade redw;ao da

porosidade.

No presente estudo, foi realizada a correlacao entre taxa média de porosidade (TMP)
e a razdo de soluto/solvente durante a sintesealftold conforme apresentado na Tabela
17. O célculo da razdo de soluto/solvente foi realizado através da porcentagesssde
(PM), de acordo com equacédo (8YMOELLER et al, 1980) Nos resultados obtidos, €
possivel observar a tendéncia de reducao da porosidade com o aumento da porcentagem de

massale soluto da solucdo para a maioria slcaffolds com excecgéao dos CG1.

PM (%) = Massado soluto (g) *Massada solucao (g)) x 10(B)

Tabelal7- Analise da variacé@o da taxa média de porosidade (TMP) em funcao da porcentagem de massa (PM)

Scaffold TMP (%) PM (%) Scaffold TMP (%) PM (%)
GT-1 69+ 3 21 CGL1 45+3 12
GT-2 70+1 22 CG1-2 54+1 11
GT-3 67 +2 22 CG13 67+5 11
GT-4 70%5 23 CGL4 80 %2 11
GT-5 59 + 3 24 CG21 68+ 1 8
Cl-1 78+4 4 CG22 51+2 12
C1-2 96+ 1 4 CG23 54+1 15
C1-3 94+1 3 CG31 79%4 12
Cl-4 87+1 3 CGT-1 81+1 9
C1-5 9240 3 CGT-2 721 13
C1-6 94+1 2

C2-1 78+4 4

c2-2 78+3 4

Fonte: Autor

E importante destacar que as ligacbes quimicas formadas entre os compostos
presentes noscaffoldstambém desempenham um papel significativo na determinacéo da
taxa média de porosidade pArcentagende massaomente valida quando analisamos um

mesmo grupo dscaffoldsde composicao similar

Adicionalmente, gorosidade meédia daxaffoldsGT, C1, C2, CGL CG2 CG3 e
CGT foram67%,90%, 78%, 62%, 58%, 79% e 76%respectivament®&o geral, oscaffolds
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gue continham gelatina foram os que apresentaram as menores poroSskaiebservacao

pode seamtribuida a contribuicdo da gelatina para inibir o crescimento anormal dos cristais
de gelo, o que resulta na formacdo de uma microestrutura uniforme e consequemtemente
menor porosidadéWANG et al, 2021) As amostras com maiores concentracdes de
gelatina nosscaffoldsCG2 (1,33%m/v e 2%m/v) exibiram porosidades abaixo de 60%,
portanto, sdo Iinadequados para aplicagdo em engenharia de tecidos. O mesmo
comportamento foi observado paraaaffold GT-5, com maior teor de tanino de 0,83%
(m/v) e para oscaffoldsCG1 com menores concentracdes de glutaraldeido 0,17% (v/v) e
0,33% (v/v). A porosidade observada paraefoldsC1 preparados com 3,33%, 5¢40%

e 13,33% (v/v) de glutaraldeido foi acima de 90%, como a estabilidade mecénica desses
materiais € afetada pela elevada porosidade, ssaffsldstambém néo estdo aptos para
serem aplicados na engenharia de tecidos. O restantecalbsldspossuem porosidade
dentro da faixa de 60 a 90%, o que indica que eles podem ser aplicados para regeneracéo
tecidual.

5.3.4Microscopia Eletronica de VarredurdAEV)

Para a engenharia de tecidos, caracteristicas estrutlosiscaffolds como a
geometriavolume e formalos poros,assim como sua interconectividgo@demimpactar
naadesao celular, proliferacdo e regeneragéiolual(LIU; WANG, 2023) Além disso, tais
caracteristicas também afetam o transporte de nutrientes essenciais para o crescimento
celular(ABDIAN et al, 2023) Poros de dimensdes reduzidas podem restringir a migracao
celular, ocasionando a formacao de capsulas celulares nas bordas, o que limita o acesso das
células aos nutrientes. Por outro lado, poros de dimensdes muito amplas podem diminuir a
area superficialidponivel para a adeséo celu@_AD; BAKHT KHOSH HAGH, 2019)

O tamanho dos poros escaffoldsdeve situais e dentr o da f INDRA de 1
et al, 2023)

Através das micrografias desaffoldsde gelatina sem tratamento para remocao de
residuos provenientes da sintgs@lese observar que o processo de liofilizagdo permitiu a
formacdo de estruturas com poros interligados em uma ampla faixa de diametros, conforme
ilustrado na Figur®l. As cavidades resultantes apresentam formato irregular e diametros

de poros que variam entre 100 e 200 um, como evidenciado pelas imagemslisso, é
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possivel observar que conforme se adicionou glutaraldeidscaffeldsG-1, G2, G-3, G

4 e G5, houve um leve aumento no diametro de seus porosddfieldsG-1 (concentracéo

de 0% (v/v) de Ga) estes poros sdo uniformes e menores, enquanto qoafioddsG-5

com concentracdo de 1,67% (v/v) de glutaraldeido, os poros se apresentam maiores e mais

disformes.
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Figura51- Imagens MEV da superficie desaffoldsde gelatina pura (G): -G (0% (v/v) Ga), & (0,17%
(v/v) Ga), G3 (0,33% (v/v) Ga), &t (0,67% (v/v) Ga) e & (1,67% (v/v) Ga), com ampliacdo de 60x
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Fonte: Autor
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As micrografias descaffoldsGT-1, GT-2, GT-3, GT-3 e G5, exposaés na Figura
52, mostran que a adicaale tanino prejudicou a uniformidade dos poros dgoaffolds. A
principio, oscaffoldGT-1 com 0,17%rf/v) de tanino apresenta estrutura porosa com poros
regulares e menor tamanho de pordsnedida que se adiciona tanino, obserga um
aumento no diametro dos poros e, dtaneamente, uma significativa diminuicdo na
guantidade de poros presentes no material. No caso especiicaffitdd GT-5, os poros

praticamente tornarse indetectaveis devido a reducéo drastica de sua quantidade.

As micrografias estdo em consonancia com o0s resultados dos testes de
intumescimento e porosidadéonsiderando que o tamanho e a quantidade de poros tém
influéncia direta na porosidade slmateriais, afetando, consequentemente, o processo de
intumescimento. Geralmente, materiais mais porosos facilitam a permeabilidade e a difusédo
de fluidos em seu interior, levando a um aumento na taxa de intumescimento do material
(SHI; WANG; WANG, 2011) No entanto, além da porosidade, é importante destacar que o
grau de hidrofilicidade dos materiais utilizados na composicaosdaioldstambém
desempenha um papel significativo no processo de intumescinfEABSSOUNA,;
ELGHARBAWY; MORSY, 2023)

No teste de porosidade,aumento da concentragédo de tarded),17% in/v) para
0,83% (M/v) resultouna reducdo dtaxa média de porosidad#e 69% + 3% para 59% =+
3%. No teste de intumescimento, é possivel observaesma tendéncia, ejue o aumento
da concentracdo de tanino de 0,17%/vj para 0,33% rt/v) reduziu a taxa de
intumescimento de 980% + 55% para 577% * 11%, porém, a partir deste ponto, a adi¢cdo de

tanino ndo provocou variagao significativa. Estes dados podem ser observados ne8Tabela 1

Tabelal8 - Relagdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (Td&jfttids
hibridos de gelatina/xerogel de taniglotaraldeido (GT)

Scaffold % Tn (m/v) TMI (%) TMP (%)
GT-1 0,17 980 + 55 69 +3
GT-2 0,33 577 +11 701
GT-3 0,5 573+21 67 +2
GT-4 0,67 591 +9 705
GT-5 0,83 588 + 6 59+3

Fonte: Autor
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Assim, é possivel constatar uma correlagdo clara e evidente entre as micrografias
obtidas, aporosidade e o intumescimento desaffolds Observase que a diminuicéo
excessiva na quantidade de poros, associada a um aumento significativo no tamanho desses
poros, afeta as taxas de intumescimento e porosidadealfcldsCGT, resultando em sua

reducao.

Figura52 - Imagens MEV da superficie desaffoldshibridos de gelatina/xerogel de tanigloitaraldeido
(GT): GT-1 (0,17% (m/v) Tn), GI2 (0,33% (m/v) Tn), GI3 (0,50% (m/v) Tn), G4 (0,67% (m/v) Tn) e
GT-5 (0,83% (m/v) Tn), com ampliagcéo de 60x

Fonte: Autor
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A Figura53 exibe asnicrografiasdosscaffoldsC1-1, C12, C13,C1-4,C1-5eC1-
6, nelasé possivel observar morfologiadessescaffolds A amostra C4l, que continha
1,67% (v/v) de glutaraldeido, apresentou o0 menor diametro de poros. Conforme o teor de
glutaraldeido aumentquara 3,33 % (v/v), 5% (v/v) 6,67% (v/v), 10% (v/v) e 13,33% (V/V)
nosscaffoldsC1-2, C13, C14, C15 e C16, respectivamentes poros se dilataram e se

tornaram mais irregulares.

Assim, ndo é possivel correlacionar a morfologia desses materiatgsanammento da
taxa média de porosidade de 78% * 4% para 98% + 1%. No efi¢dotescomo a reducao
da proporcdo de solidos a adicdo do agente reticulante (glutaraldeido) na solucdo
poliméricapodem ser responsaveis por esse aum({ @ MANI et al, 2021; WANGet al,
2022a)

Apesardo aumento da porosidade e do tamanho dos poros, geralmenteeesulta
em um aumento na capacidade de intumescimpoi®estimulam o fluxo de fluidos para o
interior do material, foi observada uma reducdo significativa na taxa média de
intumescimento. A taxa média de intumescimento diminuiu de 938% * 20% para 226% =+
11% com o aumento da concentracdo de glutaraldeido de 1,67% (v/v) para 13,33% (V/v).
Essa reducado pode ser atribuida a maior rigidez da matriz polimérica, resultado do aumento
da concentracao do reticulante (glutaralde{fd@USTDAR; OLAD; GHORBANI, 2022h)
uma vez que uma estrutura mais rigida dificulta a permeabilidade da solu¢édo PBS, reduzindo
desta forma a capacidade de intumescer do material.

Na Tabeldl9 estdo expostas a relacdo entre a taxa de intumescimento (TMI) e a

taxa média de porosidade (TMP) deaffolds conforme se adiciona glutaraldeido.

Tabelal9 - Relacdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TEgffidds
de quitosana pura (C1)

Scaffold % Ga (v/v) TMI (%) TMP (%)
C11 1,67 938 + 20 78+ 4
C12 3,33 858 + 49 %6 +1
C13 5 534 £ 25 94 +1
Cl4 6,67 343 +14 87+1
C15 10 293 +24 92+0
Cl6 13,33 226 £ 11 94 +1

Fonte:Autor
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Figura53- Imagens MEV da superficie desaffoldsde quitosana pura (C1): €1(1,67% (v/v) Ga), CR
(3,33% (v/v) Ga), CB (5,00% (v/v) Ga), G4 (6,67% (v/v) Ga), Gb (10,00% (v/v) Ga) e Gh (13,33%
(v/v) Ga), com ampliacdo de 60x
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Fonte: Autor

Os scaffoldsC2-1 e C22 (Figura %) exibem estrutura porosa interconectada, de
poros irregulares. E possivel notar que o acréscimo de quitosana ded/@ypata 1,33%

(m/v) resultou naumento do didametro dos poros do material.
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No entantm aumento do diametro dos poros, resultaatelevacaala concentragao
de quitosana, nabouve impacto na porosidade desaffoldsC2, conforme os dados
apresentados na Tabe&l@, que revelam uma porosidade constante de 78%. Entretanto, a
taxa média dentumescimento demonstrou uma leve reducao de 938% * 20% para 782% +
18%, apesar do aumento no tamanho dos poros.

Tabela20 - Relacéo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos
scaffoldsde quitosana pura (¢2

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

Fonte: Autor

Figura54 - Imagens MEV da superficie desaffoldsde quitosana pura (C2): €2(0,67% (m/v) Ch) e G2
(1,33% (m/v) Ch), com ampliagdo de 60x
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As imagens da Figur85 mostram as micrografias das amostt€51-1, CG1-2,
CG13 e CG14. Observese que a amostra CdA]l produzida com 0,17% (v/v) de
glutaraldeido, possui menor diametro de poros dentre os materiais C&hffoklsCG1-
2, CG13 e CGH4 possuem poros mais dilatados e irregulares, sendo essa tendencia

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

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

disponibilidade dgrupos funcionais hidrofilicos, ele também resulta em tamanho de poros
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maiores que facilitam a difuséo da solug®S resultandano aumento déaxa media de
intumescimento, conforme observado soaffoldsCG1.

Adicionalmente, foi constatado um aumento na taxa média de porosidade dos
scaffoldsCG1, correlacionado com o aumento do diametro dos poros. Essa variagéo na
porosidade é notavel, considerando que a proporcdo de sdlidos na solucdo foi mantida
similar entre osscaffoldsCG1. Teoricamente, isso deveria resultar em uma manutencao
constante da porosidade, uma vez que ela é influenciada pela relacéo soluto/solvente. Desse
modo, € possivel concluir que o incremento da porosidade pode ser atribuido principalmente
ao aumento do didmetro dos poros mesffoldsCG1. Os valores de taxa média de

porosidade entumescimento foram comparados na TaBéla

Tabela21 - Relacdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMP) dos
scaffoldshibridos de quitosana/gelatina (OG1

Scaffold % Ga (V/v) T™I (%) TMP (%)
CG11 0,17 600 + 13 45+3
CG12 0,33 617 13 541
CG13 0,67 772 +10 675
CGL4 0,67 775 + 28 80+2

Fonte: Autor
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Figura55- Imagens MEV da superficie desaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG1): CG(10,17%
(viv) Ga), CG12 (0,33% (v/v) Ga), CGB (0,67% (v/v) Ga) e CG4 (1,67% (v/v) Ga), com ampliagédo de
60x
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Fonte: Autor

Na Figura B, podemos observar questaffoldsCG21, CG22 e CG23 apresentam
uma notavel diminuicdo do tamanho dos poros com o acréscimo de gelatina. Apesar dessa
alteracao na estrutura dos poros, a taxa média de intumescimento nao foi significativamente
afetada, variando entre 600% * 13% a 689% 9% 2nos scaffoldsCG2-1 e CG23,
respectivamente. No entanto, a taxa média de porosidade mostrou uma correlacdo com a
diminuicdo do tamanho dos poros rsasffolds reduzindo de 68% + 1% para 54% * 1%

com o aumento da concentragcao de gelatina, confornwmdalna Tabela 22.
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Tabela22 - Relagao da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (TMd&)fttdds
hibridos de quitosana/gelatina (0G2

Scaffold % Ge (Mm/V) TMI (%) TMP (%)
CG21 0,67 600 £+ 13 68+1
CG22 1,33 607 + 18 51+2
CG23 2,00 689 + 29 54+1

Fonte: Autor

Figura56 - Imagens MEV da superficie desaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG2): CGR,67%
(m/v) Ge), CG22 (1,33% (m/v) Ge) e CG2 (2,00% (m/v) Ge), com ampliacdo de 60x
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Fonte: Autor

Por meio das micrografias dgsaffoldsCGT-1 e CGF2 (Figura %), é possivel

constatar a presenca de uma estrutura porosa interconectada, composta por poros irregulares

NosscaffoldsSCGT, foi observado um aumento na taxa de intumescimento de 1380%
+ 89% para 1659% + 105% apds a adicao de quitosana, conforme apresentado rZ3.Tabela
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O aumento observado na taxa de intumescimentoscaoldsCGT pode sedevido
principalmente acaréter hidrofilico da quitosana

Por outro lado, apesar do aumento dos poros, a taxa média de porosidade apresentou
uma reducéo de 81% + 1% para 72% + 1%. Essa reducdo na porosidade pode ser atribuida
ao aumento da concentracdo de solidos na solucagagaeu de 9% para 13%. A maior
concentracdo de solidos resultou em uma menor propor¢cdo de espaco vazio na estrutura

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

A Tabela 23 disponibiliza as informacgfes referentes as concentra¢des de tanino e
quitosana dosscaffolds CGT-1 e CGTF2, juntamente com suas taxas médias de
intumescimento gorosidade. Adicionalmente, os dados doaffoldsCG2-1 e CG3l
também sdo apresentados nesta tabela, os quais serdo objeto de analises nas secodes

subsequentedo texto.

Tabela23 - Relagdo da taxa média de intumescimento (TMI) e taxa média de porosidade (Td&)yfttids
hibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tamjluaraldeido (CGT) e quitosana/gelatina (EG@ CG31)

Scaffold % Tn (m/v) % Ch (m/v) TMI (%) TMP (%)
CGT-1 0,17 0,67 1380 + 89 81+1
CGT-2 0,17 1,33 1659 + 105 72+1
CG21 0 0,67 600 + 13 68+1
CG31 0 1,33 1873 + 60 70+ 4

Fonte: Autor

Figura57 - Imagens MEV da superficie desaffoldshibridos de quitosana/gelatina/xerogel de tanino
glutaraldeido (CGT): CGT (0,67% (m/v) Ch) e CG2 (1,33% (m/v) Ch), com ampliacdo de 60x
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Conforme evidenciado pelas micrografias sloaffoldsCG2-1 e CG31 (Figura B),
€ possivel observaem ambosa presenca deconsideravel quantidade dporos
interconectados comiiametros variados. Ao analisar o efeito do aumento da concentracao
de quitosana de 0,679fv) para 1,33% rf/v) (Tabela23), podese observar que esse

acréscimo resultou em um aumentodidametro dos poros.

Esse aumento no diametro dos poros teve impacto na taxa média de porosidade
elevandea de 68% + 1% para 79% * 4%pesar d aumento da razdo soluto/solvente na
solucéo polimérica decaffold Esse fendmeno sugere guesse contexto, 0 aumento do
diametro dos poros pode ter tido uma influéncia mais significativa na variagao da porosidade

do que a propria razédo soluto/solvente.

No que se refere a taxa média de intumescimarddicdale quitosana resultou em
um expressivo aumento de 600% + 13% para 1873% + 60%, representando o triplo de
intumescimento. Essecréscimgode ser atribuido a diversos fatores. Além do aumento do
didmetro dos poros e da porosidade, que facilitam a difusdo da solucdo PBS no interior do
scaffold favorecendo o intumescimento, outro fator relevante pode ser o aumento do nimero
de grupos funcionais hidrofilicos disponiveis com 0 aumento da concentragpditodana.
Esses grupos funcionais hidrofilicos sao responsaveis por melhorar a capacidade de absor¢éo
de agua do material, o quentribui para o aumento da absor¢do da solucdo PBS e,

consequentemente, afeta a taxa média de intumescimento.

Figura58- Comparacéo das imagens MEV da superficiesdaffoldshibridos de quitosana e gelatina CG2
1 (0,67% (m/v) Ch) e CG2 (1,33% (m/v) Ch), com ampliacdo de 60x

S -
[ -
o | N
2 3
= ﬁ 7 { > Y, ». -
SEM HV: 5.0 kV SEM MAG: 60 x | | | 1 VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV SEM MAG: 60 x VEGAS3 TESCAN|

WD: 15.00 mm View field: 3.46 mm 1 mm WD: 15.00 mm View field: 3.46 mm 1 mm
Det: SE BI: 8.00 ITASMART Det: SE BI: 10.00 ITASMART

Fonte: Autor
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Ao analisar as micrografias desaffoldsCG31 e CGTF2 (Figura59), é possivel
observar a formacé&o de poros interconectados com diametros variados em ambos 0s casos.
Entretanto, ao comparar as duas micrografi@ase que noscaffoldsCG31, sem a
presenca de tanino, os poros sdo mais regulares e ha uma quantidade maior deles, enquanto
nos scaffoldsCGT-1, com a concentracao de 0,17f%\() de tanino, hd uma reducdo na
guantidade de poros, além deles se tornarem maislareg.

Ao correlacionar essas mudancas morfolégicas nas micrografias com a taxa média
de porosidade, é possivel observar quscaffoldsapresentam uma reducdo dessa taxa de
79% * 4% para 72% = 1% (Tabe?8), conforme ocorre a diminui¢cada quantidade de
poros. Além disso, a reducdo na taxa média de porosidade também pode estar associada a
maior concentracdo de soluto presente suadfoldsCGT-1. Portanto, ambos os fatores,
reducdo do diametro dos poros e maior concentracdo de soluto, contribuem para a

diminuicdo da porosidade.

No caso da taxa média de intumescimento, também é possivel observar uma reducéo
de 1873% * 60% para 1659% = 105% com a adicdo de tanino (T28)elBiversos
fendbmenos podem ter contribuido para essa reducao. O tanino atua de forma semelhante aos
reticulantes, favorecendo a rigidez da estrutura polimérica, o que, por sua vez, reduz a
capacidade de intumescimento stmffold Além disso, as altera¢des na estrutura, como a
reducdo do numero de poros e da porosidade, também diminuem a permeabilidade da
solucadPBS através dscaffold o que afeta negativamente a capacidade de intumescimento.
Portanto, esses eventos em conjunto podem ter culminado na reducdo da taxa de

intumescimento.

Adicionalmente, € valido salientar que, apesar da reducdo da taxa média de
intumescimentodos scaffoldsCG31 em relacdo ao€GT-2, ambos ainda apresentam
valores elevados de taxa média de intumescimento. Esse comportamento pode ser atribuido
ao fato de possuirem maiores concentracdes de quitosana, o que aumenta a disponibilidade
de seus grupos hidrofilicos que possuem afiddpéla agua e, consequentemente,

impulsionam a taxa de intumescimento.



133

Figura59- Comparacao das imagens MEV da superficiesdaffoldshibridos de quitosana/gelatina (CG3
1) e quitosana/gelatina/xerogel de targhataraldeido (CGT2), com concentracédo de quitosana de 0,67%
(m/v), ampliado 60x

Fonte: Autor

Na Figura 6, podese observar as micrografias damaffoldsCG2-1 e CGF1, que
evidenciam a formacao de uma estrutura porosa interconectada com variacdo do diametro
dos poros ermambos os casos. NesaffoldsCG21, sem adicao de tanino, 0s poros sao mais
regulares e apresentam diametros menores. No entantscaf@dsCGT-1, em que foi
adicionado 0,17%n(/v) de tanino, € possivel observar a diminuicdo do niumero de poros, ao

mesmo tempo que seus diametros se tornam maiores.

O aumento do diametro dos poros influenciou positivamente a taxa média de
porosidade, que apresentou um substancial aumento de 68% + 1% para 81% + 1% nos
scaffoldsCG21 e CGF1, respectivamente (conforme TabeB). Zsse aumento ocorreu
apesar do aumento da quantidade de soluto presente na composcaffaldCGT-1, o
gue normalmente reduziria a porosidade doaffolds Contudo, esse mesmo aumento
também foi observado na taxa média de intumescimento, que subiu de 600% + 13% para
1380% + 89%. Esse inarento pode ser atribuido ao aumento do diametro dos poros e da
porosidade, que favorecem a difusdo da solucdo PBS no intersmatfold permitindo
assim uma maior retencdo de liquido e, consequentemente, aumentando a taxa meédia de

intumescimento.




















































































