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RESUMO

Com o desenvolvimento da pesquisa em biomateraissngenharia de tecidos
atualmente tem se tornado area de grande intererseyez que nao visa obter estruturas que
apenas restaurem fungfes mecéanicas, como por ex@mgroteses fazem, mas sim, tem o
propoésito de auxiliar positivamente o crescimentaa ediferenciacédo celular em seus
arcaboucos, denominadasaffolds Dependendo dos constituintes destes biomatenais,
scaffolds poderdo induzir a multiplicacdo celular no sentidie formar tecidos
especificamente diferenciados.

Assim o objetivo deste trabalho foi obter spaffoldcom certa porosidade constituido
por dois polimeros naturais: 0 agar e o alginatos@#io. Estes polissacarideos naturais,
conferem ao material obtido caracteristicas malsAv@groscopicas e biocompativeis,
caracterizando-o como um biomaterial com promissar comoscaffoldem engenharia de
tecidos de moles. As fibras obtidas foram avaliagaanto a porosidade, inchamento,
microestrutura por microscopia eletrénica de vamadanalise quimica pontual por dispersao
de energia (EDS), grupamentos quimicos por infraeéro (FTIR e ATR) e propriedades
térmicas por calorimetria diferencial de varred(@xsC) e por termogravimetria (TGA),
enguanto que as solucdes polissacaridicas tivereaidas as suas viscosidades.

Os resultados da caracterizacao stbaffold apresentaram-se promissores, apesar da
evidéncia de citotoxicidade para alguns corpos+dggrem cultivo de fibroblastos murinos.
Foi identificado por MEV que a estrutura fibrosastaffoldtrata-se de um aglomerado de
fibras e de formas planas aleatoriamente disp@&stts si, formando a nivel molecular, de
acordo com os resultados de analises térmicasimfrdgermelho, uma rede interpenetrante
entre agar e alginato. Assim, concluiu-se que #rpda blenda polissacaridica foi possivel
obter uma espécie de tecido fibroso, com porosglaat@ma de 80%, percentuais de
inchamento acima de 900% e com degradacdo términsmale 100°C, evidenciando que
estes scaffolds de fibras-gel tem requisitos qudegdm contribuir para aplicacbes em

engenharia de tecidos moles.

Palavras-chave: Fibras, tecidos moles, alginateddiéo, agarscaffold Engenharia de

Tecidos, biomaterial.



ABSTRACT

With developing of biomateials’ research, tissugieeering nowadays is becoming
such a interesting area, since it doesn’t try ttaobstructures to restore just a mechanical
function, like a prosthesis do, but it has the obj® positively help growing and cellular
differenciation in their structures, named scaffoldDepending on the biomaterial’s
constituition, scaffolds can imply cellular muligdtion in order to form specific
differenciated tissues.

Therefore the objective of this work was to obtairscaffold with certain porosity
constituted by two natural polymers: the agar am@ tsodium alginate. These natural
polissaccharides confer to the obtained materialleadle, hygroscope and biocompatible
characteristics, characterizing it as a biomatenaith promised use as scaffold in soft tissue
engineering. The obtained fibers were characteriaggorosity, swelling, scanning electron
microscopy, punctual chemical analyses by dispargpnergy (EDS), chemical groups by
infrared analysis (FTIR and ATR) and thermo analysy differential scanning calorimetry
(DSC) and thermogravimetry (TGA), while the polgbsaidic solutions had analyzed their
viscosity.

The results of scaffold characterizing were presénpromising, nevertheless the
evidence of cytotoxicity for some samples in muiibv@blasts cell culture. It was identified
by MEV that the fibrous structure of the scaffoldswike an agglomerated of fibers and
geometry plans randomically dispersed between tharming in a molecular level,
according to termical and infrared analyses, a rpenetrating network between agar and
alginate. Hence, the conclusion was that it is gmego obtain a type of fibrous tissue from a
polissacaridic blend with porosities over 80%, dimgl percentage over than 900% and with
termical degradation over 100°C, showing that théiber-gel scaffolds have requisites,
which can contribute for applications in soft enggning tissue.

Keywords: Fibers, soft tissues, sodium alginatearagcaffold, tissue engineering,

biomaterial.



1. INTRODUCAO

Desde muito tempo, o desenvolvimento de materi@sno 0s biomateriais, para
aplicacdo médica ou estética, tém contribuido para melhora na qualidade e na expectativa
de vida das pessoas e de animais. Existem evidémii@anares de que as préteses foram os
primeiros biomateriais desenvolvidos para a adaptde alguma fungdo mecéanica ou mesmo
estética. A prétese mais antiga ja encontradadetcaberta por Finch et al. (2011); trata-se de
um molde de polegar feito em couro e madeira adapa pé de uma mumia egipcia de mais
de 2.000 anos.

Conforme Soares (2006) as proteses sdo considevadasmateriais mais comumente
utilizados, juntamente as orteses, curativos epaguéntos meédicos. Outras aplicacfes nao
tdo comuns sdo o encapsulamento de drogas paracfaogia ou tratamentos de saude,
encapsulamento de fatores de crescimento paraaegapica (COVIELLO ET AL, 2007) e
encapsulamento de células vivas para tratamerdibu, em que as capsulas sdo consideradas
biomateriais.

Além destas aplicacbes, atualmente destacam-se eaquipas no campo dos
biomateriais, no sentido de desenvolver proprieslage os tornem mais biocompativeis de
acordo com o seu uso, inclusive endbégeno, e edmecite de facil degradacdo através do
préprio metabolismo celular, a medida que tecidv®ss/se regenerem. Neste campo de
atuacao destaca-se a engenharia de tecidos ervdiegmento de arcabougos, denominados
scaffolds que proporcionem estrutura e propriedades espegéaa o cultivo celular e a
formacdo de tecidos. Gxaffoldsatuam como substrato para a semeadura de células, g
desenvolvem-se, proliferam-se e formam novos teciddesta forma, estes tipos de
biomateriais poderdo atuar como se implante o fossgistindain vivo transitoriamente até a
regeneracao dos tecidos, ou poderdo atuar na faothgtecidos vitro para o implante de
tecidos e/ou 6rgdos vivos, sem ou com minimas stapdnflamatorias, uma vez que as
células do préprio paciente seriam cultivadas meab@ucos.

Assim sendo, as melhores expectativas de longewiddam vida humana estédo
debrucadas sobre esta area da ciéncia, em qudiradegaum scaffolde da biotecnologia
associada ao cultivo de células humanas organizguiga 6rgaos poderdo ser fabricados
através da engenharia de tecidos.

A estimativa do mercado global de biomateriais enalgpara 2017 € de U$88.4 bilhdes

de délares (taxa de crescimento de até 15% aoden@012 a 2017), devido ao crescente
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namero de investimentos na area, de colaboradpessjuisadores, eventos, conferéncias e
suporte de instituicdes governamentais que cerceama (BIOSPECTRUM ASIA, 2013).

Dentre os diversos tipos de biomateriais posspyaia a confeccdo de uscaffold os
hidrogéis destacam-se, uma vez que conferem cesdices maleaveis e altamente
higroscopicas, ja utilizados em aplicacao ortope@d&YAWALI ET AL, 2013; HUANG ET
AL, 2015), dental (DINIZ ET AL, 2015), vaginal (ZHOET AL, 2013), como lentes de
contato (LIN ET AL, 2015), veiculos de drogas (CEGWLO ET AL, 2007), implantes de
pele (VALENTA, 2004) e coluna. Os hidrogéis mimatiz as caracteristicas dos tecidos
moles (chamados d®ft tissues que ndo requerem grandes resisténcias mecaoias, por
exemplo tecidos cartilaginosos, adiposos, denttesue por isso o0 alginato e o agar foram
escolhidos para o desenvolvimento de soaffoldcom caracteristicas fibrosas apresentados
neste trabalho.

O alginato de so6dio € um hidrogel, que tem siddizatio, separadamente ou
incorporado a outros polimeros, costaffold para regeneracdo de cartilagens em testes
vitro e in vivo em murinos (WANG ET AL, 2011, 2012; SUNG-WOOK ETL,A2012;
CHUANG ET AL, 2012; HUTMACHER ET AL, 2003) ou apido como gel carregador de
células auxiliando na composicdo de matrizes agitibsas, demonstando influenciar de
alguma forma a sintese de cartilagem (MARINJNISSENAL, 2002). Contudo, existem
evidéncias de que os alginatos tem limitadas ajilies com relagdo a biocompatibilidade e
insuficiente imuno-protecdo (KLOCK ET AL, 1993; KBRTT & MALLET, 2009). Devido
a estas restricbes, optou-se por desenvolversuoaifold a base de alginato de sdédio
juntamente com agar em sua composi¢ao.

O &gar é um outro hidrogel, conhecido por sernwtate inerte, e é muito utilizado em
eletroforese e culturas de microorganismos. Atuatmmdem sido aplicado juntamente a
outros polimeros e materiais, como biomaterial (ROBET AL, 2011; VERMA ET AL,
2006). A forma purificada do agar, a agarose, édémutilizada como biomaterial nas atuais
pesquisas (AWAD ET AL, 2003; CHOWDHURY ET AL, 200BEWITUS ET AL, 2011;
PARK ET AL, 2009).

11



2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi a obtencao e caracteéimade fibras-gel de agar e alginato de
sodio, por meio de processo de injecdo da solughsspcaridica em alcool sob movimento
rotacional, denominado de métadkt-spinning com potencial uso conszaffoldpara cultivo

celular.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ENGENHARIA DE TECIDOS E BIOMATERIAIS

7

A Engenharia de Tecidos € uma area da ciéncia, rgume conhecimentos
multidisciplinares no intuito de desenvolver sulghs biolégicos, que restaurem,
mantenham ou melhorem a funcédo de um tecido ourd@rgédo de acordo com Langer e
Vacantti (1993). Outros autores diferenciam a Ehgea de Tecidos (ou também chamada
de Bioengenharia Tecidual) da Regeneracao Tecids#l, onde na primeira ha a utilizacéo
de biomateriais e células para a aplicacdo jun® taoidos vivos, enquanto a segunda,
procura mimetizar a matriz extracelular atravégplacacdo dos biomateriais, junto ou ndo a
fatores, que possam gerar alguma resposta celatar ggoducaon vivo de outras células
(SOARES, G. DE ALMEIDA, 2006). De qualguer formasta seara os biomateriais sado
fabricados com a intencdo de interagir com os ¢aclioldgicos e por isso, busca-se que
sejam 0 mais biocompativeis o quanto isto sejaiyelss

Outra forma de aplicacdo dos biomateriais é fazsedo uso junto a terapia celular,
gue se baseia na injecédo de células, aplicadasigsmp@mente no local do tecido lesionado ou
na circulacdo sanguinea, adicionadas ou ndo a&$atier crescimento, para regenerar tecidos.
Assim percebe-se que a concepc¢do da area de atimeaigenharia de tecidos amplia-se.

Nas terapias celulares ndo ha o esqueleto de umatacal para a incorporacdo das
células, ha apenas a sua injecdo no corpo; conpada,algumas aplicacées, 0 uso conjunto
aos biomateriais pode oferecer maiores vantagaeschsos em que ha um grande volume de
tecido lesionado (ou 6rgao) a ser substituidoyapia celular muito provavelmente néo é a
primeira escolha, ja que a substituicdo do te@dmhado, ou a completacdo de um vazio, por
um biomaterial, parece ser mais rapida e eficiamea vez que o biomaterial implantado
mimetiza as condi¢cdes ambientais e mais facilmpotera habilitar as fun¢des que o tecido
desempenhava. Ou seja, cada tipo de tratament@abeado por Engenharia de Tecidos,
Regeneracadn situ ou Terapia Celular, tem a sua faixa de aplicablléjaque dependera
especificamente das condi¢cdes necessarias e d@saue se procura desempenhar.

Independentemente do conceito e da forma de w#lzalos biomateriais para sua
aplicacao junto aos tecidos, no sentido de res@mramanterem ou induzirem a funcdo dos
mesmos, entende-se que € necessario principalment;mhecimento multidisciplinar de
ciéencia dos materiais, quimica, engenharia e hi@lqgara o desenvolvimento desses

produtos. A avaliagdo, mesmo que breve, sobre llidade da fabricacdo em larga escala
13



deve ser estudada, bem como a funcionalidade ldalddp biomaterial, que tem o pré-

requisito de compor as caracteristicas biocompate/diofuncionais, sem induzirem efeitos

sistémicos (imunoldgicos, carcinogénicos, mutagénimu bacteriologicos). Outras areas do
conhecimento também s&o necessariamente complesgenia desenvolvimento destes

produtos, como a medicina, quanto a forma de aglwderapéutica, cirdrgica ou clinica

destes materiais para diagnésticos, tratamentosucas de doencas, juntamente com a
farmacia e a biomedicina que ao desenvolverem fZoma fatores genéticos, possibilitam a
adequacéao do biomaterial para aplicacédo especifica.

Conforme o trabalho de Soares (2006), tanto o tebmonateriais, como outras
referéncias (bioengenharia, engenharia biomédiaedmologia, biomecéanica, liberacdo
controlada de farmacosdrug delivery engenharia de tecidos e medicina regenerativa) sa
especialidades do conhecimento relativamente naxga, definicho nem sempre é clara,
sendo praticamente impossivel evitar a superposinfie essas areas e temas. Assim sendo,

citam-se abaixo algumas definicdes para biomaseriai

Sado empregados em componentes implantados no dompmano para a
substituicdo de partes do corpo doentes ou damifisa Esses materiais ndo devem
produzir substancias toxicas e devem ser compatogn os tecidos do corpo (isto €,
eles ndo devem causar reagdes bioldgicas adver@eathwish, C., 2012)

Biomateriais sdo materiais (sintéticos ou naturaélidos ou, as vezes, liquidos)
utilizados em dispositivos médicos ou em contata sstemas bioldgicos. (Ratner,
B.D., 2004)

Biomaterial é parte de um sistema que trata, aument substitua qualquer
tecido, 6rgéo ou funcéo do corpo. (Tweden & Helm@95)

Ainda existem outras formas de definicbes parator sprodutos para saude" (PS),
segundo a ANVISA Quatro grupos de PS sdo denominados:
* materiais de uso em saude: luvas, cateteres, s#sirgients, proteses, etc.
* equipamentos de uso em saude: marcapassos, bisteriénicos, bombas de cobalto, etc.
e produtos para diagndstico in vitro: meios de cudtukits, etc.

* materiais para uso em educacéao fisica, embelezanoentorrecao estética.
Assim, nesta senda, apesar das variadas definpgdaso termo “biomaterial”’, e das

variadas fungbes que poderdo desempenhar como ge8las que mais séo utilizadas
atualmente, devido a sua repercussao em eventuffics, sdo as seguintes:
Substancia inerte farmacologicamente e sistemictanemprojetada para

implantacéo dentro de, ou incorporado a, um sisteima. —Clemson Advisory Board

4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, www.gavgov.br
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for Biomaterials, The 6th Annual International Biatarial Symposium, 20-24 de abril
de 1974;

Substancias de origem natural ou sintética quetsBadas de forma transitoria
ou permanente pelos diversos tecidos que constitberirgdos dos seres Vvivos.
Mirtchi et al, 1989;

Material ndo bioldgico utilizado em um dispositimeédico, com intencdo de
interagir com sistemas biologicosWilliams, 1987;

Toda substancia (com excecédo de drogas) ou comdmnde substancias, de
origem sintética ou natural, que durante um periad® tempo indeterminado é
empregado como um todo ou parte integrante de wtersa para tratamento,
ampliacdo ou substituicdo de quaisquer tecidos,ao6sg ou funcdes corporais.-
Conferéncia de Consenso em Biomateriais para gpksaclinicas de 1982;

Com relagéo as suas propriedades especificasposigriais sdo ainda classificados
como bioativos, bioinertes, biotoleraveis ou biaabiveis, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Conceitos e explicacdes sobre as classifides dos biomateriais, conforme resposia vivo.

Conceito: Explicagéo:

Biotoleravel  Biomaterial que ao ser implantado gemrea resposta inflamatoridlac
ha ligacdo quimica entre o material e o tecido .vikarma-se fibrosac
redor do implante.

Bioinerte Devido a sua natureza inerte também nam@ve ligagbesjuimica:
entre implante e tecido vivo; porém, ndo gera ner@hau poucaespost
inflamataria.

Bioativo O Biomaterial produz uma resposta posita@ implante de forma

conduzir ligacBes quimicas ao tecido vivo.

Bioabsorvivel O Biomaterial é absorvido/degradaddap células, sendeliminadc
(fagocitado ou excretado) a medida que o tecidm \denseguesel
regenerado. Sendo, portanto, util de forma tranaigié arecomposica
do tecido.

Fonte: Materiais de aula da disciplina de Biomatsriilo PPGE3M — UFRGS ministrada pelo Prof. Dr.

Luis Loureiro Alberto dos Santos, em 2014.

As caracteristicas fisico-quimicas dos biomatermjglicardo em respostas biolégicas
diferentes dependendo da morfologia da célula endm que a circunda. Assim sendo, o

entendimento das caracteristicas do tecido vivesguwocura compatibilizar, € importante ao
15



desenvolvimento de um novo biomaterial, a fim de gs chances de sucesso sejam maiores
do que se houvesse desenvolvido um material sehagd@ dos pré-requisitos de sua
utilizacao.

Diversos estudos vitro sdo realizados em pocos de placas de cultura guctdulas
vivas para verificar a possibilidade de utilizagéovivo. Neste campo de estudo é que a
engenharia de tecidos se desenvolve. O biomatehamado descaffold € posto em placas
de cultivo celular, esterilizado, e entdo € semaamio meio de cultura e células vivas de
acordo com procedimentos e normas descritos matlite (ISO 10.993 ASTM F2156,
ASTM F2739, dentre outras).

As células mesenquimais (MSCs) geralmente saaad#éis para semeaduravitro.
Estas células sdo consideradas as precursoras toes dimhagens, como condrocitos,
ostedcitos, adipdcitos e tendcitos (ver Tabelal@yjdo ao seu grande potencial regenerativo
e modulador de respostas imunolégicas. Fatoresicpsre inclusive a morfologia dwaffold
induzirdo a diferenciacdo das MSCs em algumas slelsthagens celulares, e por

consequencia poderdo formar tecidositro.

Tabela 2. Linhagens celulares.

Conceito: Explicagéo:

Condrocito Células presentes no tecido cartilagindSondroblastos sacélula
precursoras dos condrocitos.

Ostedcito Células presentes no tecido 0sseo. Qastob sao célulagrecursore
dos ostedcitos.

Adipdcito Células presentes no tecido adiposo. l@glarmazenadoras de gorduras.

Tendocito Células que formam os tenddes. (Tolen&nd,., 2010)

Um dos primeiros ensai@s vitro a serem realizados é o ensaio de adesao celtilar, a
de verificar se as células mesenquimais irdo resmmeth o biomaterial como matriz
extracelular mais compativel do que os pocos dereu(especialmente tratados para receber

células vivas) para o seu desenvolvimeantuitro. Outros ensaios de grande importancia sao

® Avaliacéo biolégica do dispositivo médic@iological Evaluation of Medical Device

® Guia para a caracterizagéo e teste de biomatéidaiscaffoldutilizados em produtos médicos de engenharia
de tecidos - Guidéor Characterization and Testing of Biomateriabfolds Used in Tissue-Engineered
Medical Products

" Guia para quantificar a viabilidade cellular juatms biomateriais do tipraffold- Guide for Quantitating Cell
Viability Within Biomaterial Scaffolds
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0s citotoxicos (ISO 10993-5), carcinogénicos e t@riocos (ISO 10993-3), mutagénicos
(diferenciacdo celular) e os de degradacédo em wmheigultura ou em meio simulado ao
sangue humano (SBFSimulated Body Fluid(ISO 10993-9).

Um dos principais objetivos da validacdo e utilizagle normas e procedimentos
internacionalmente aceitos, se encontra na passidé da reunido de esforgos para a
comparacao dos estudos, evolugcéo das pesquisastacac de padroes de qualidade. Em
geral, para cada tipo de material utilizado conmmaiterial, ja existem normas amplamente
utilizadas, como por exemplo, aquela utilizada axaracterizacdo de hidrogéis, a ASTM
F2900-11, a ASTM F2450, que serve como guia paraisan de microestrutura de
biomateriais poliméricos, a ASTM F2064, que tamls@&mve como guia para caracterizacao e
teste de alginatos para uso em biomateriais, a AFDPR15, que guia as técnicas de

imobilizacdo e encapsulamento de células em géagileato, dentre outras.

3.2. GEIS NA ENGENHARIA DE TECIDOS

Os géis tém sido extensivamente aplicados comaulesiade drogas (COVIELLO,
MATRICARDI, MARIANECCI, & ALHAIQUE, 2007) e para amimetizacdo dos tecidos
moles -soft tissueCHOI ET AL., 2012; MARIINISSEN ET AL., 2002; WANGT AL.,
2012; WANG, YANG, LIN, LIU, & LIN, 2011; XU, WANG,YAN, YAO, & GE, 2010), ou
seja, tecidos que néo requerem grandes resistéme&ednicas, como por exemplo, tecido
epitelial, nervoso e conjuntivo (ou conectivo) gmtcartilaginoso, adiposo e sanguineo (ver
Tabela 3).

Os tecidos conjuntivos tém a funcdo de unir e mdigadas as diversas partes do
organismo, funcionando também como barreira aostegénfecciosos, e diferenciando-se
em consisténcia, de moles e gelatinosos, a fibresdsiros, dependendo das exigéncias
estruturais locais do organismo.

Segundo Guimardes & Adell (1995), de maneira gemltecido conjuntivo
propriamente dito, € composto de células e fibrkameelulares envoltas em uma substancia
fundamental (amorfa), viscosa como um gel fino,stituida por mucopolissacarideos, como
o acido hialurénico, que se encontra entre asudaittdes (como liquido sinovial) e entre as
fibras extracelulares do préprio tecido. Dependetholmivel de compactagédo e organizacao
das fibras extracelulares, se apresentadas compamia entre si ou em rede fragil de tecido
solto, o tecido se denominara como conjuntivo densfrouxo, respectivamente. No tecido

denso, quando as fibras estdo dispostas de forsmgdmizada, classifica-se como tecido
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denso irregular, e quando estdo regularmente ealep@rcomo nos tenddes e aponeuroses,
sdo chamados de denso regular.

Assim, dependendo dos tipos de géis, bem como dops®esso de fabricacdo e
gelificacéo, diferentes morfologias de biomateriaslerdo ser obtidas para determinadas e

especificas aplicagcdes mimetizando as caractasdtios tecidos vivos.

Tabela 3. Tipos de Tecidos Vivos.

Tecido conjuntivo
(preencher, unir e sustentar
0s 6rgéaos)

Tecido epitelial Cartilaginoso Tecido muscular Tecido nervoso
(revestir e (propriedades (sistema nervoso
proteger) Adiposo contrateis) central e periférico

Osseo

Sanguineo

Fonte: Guimaraes & Adell (1995).

3.2.1. TIPOS DE GEIS E SUAS CARACTERISTICAS

Géis em geral sdao denominados como redes colaidaifluidas, ou redes poliméricas
(Figura 1), os quais tém seus volumes expandidosipofluido (qualquer fluido, em que
naturalmente n&o sejam soltveis) (nomenclatur&BaCS).

No caso de a agua ser o agente de intumescimenteddade gel, denomina-se o
mesmo de hidrogel. Quando o solvente do gel owgalformado é removido por secagem a
pressdao ambiente chama-se o gel de xerogel (orel® “significa “secar”), e quando a
secagem é realizada acima de uma pressdo e deeanmparatura criticas, chama-se de
aerogel. Contudo, mesmo que os géis sejam secdependentemente do modo, ao entrar em
contato com um fluido compativel, terdo entumesaidaa estrutura.

Sistemas coloidais podem formar géis e sdo caizades quando moléculas ou
particulas atraem-se formando uma dispersao num, mei qual suas dimensdes, ou 0s
espacos entre elas, sejam da ordem de 1 a 1069 (lanébmetros em uma dada direcdo. Os
géis sao um tipo de emulsdo semi-sélida, de di&peds um liquido em outro, nos quais
ocorre a transicdo de fase de liquido para soli@doacordo com a temperatura e forcas
moleculares. Diferentemente do sistema coloidaba@mado de “sol” que é composto por

8 International Union of Pure and Applied Chemistkgesso: http://goldbook.iupac.org/G02600.html
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uma suspensao de solidos em um liquido (ATKINS% BONES, L., 2001), e que ndo tem
capacidade gelificante. Muitas vezes a partir dergffio de um sol, é que um gel pode ser

formado.

Figura 1. Mecanismo de gelatinizacao em sistemadaidais e em sistemas poliméricos.
. =

J."o )

GELATINIZAGAD
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Fonte: Hiratsuka, Santilli e Pulcinelli, (1994,7.1)

OELATINIZAC RO

Nos sistemas poliméricos, a formacdo do gel seoddigacbes quimicas covalentes
entre cadeias de polimerasdss-linking conectadas tridimensionalmente em reuvjork.

As moléculas estdo covalentemente ligadas de foumeasuas redes de géis classificam-se
como permanentes, em funcdo da forca de ligac@s eatacteristicas mecanicas, bem mais
resistentes, que acabam sendo conferidas ao rhatetimérico delas formadas. Por se
tratarem de estruturas supramoleculares, as pdapiés fisico-quimicas dos géis estdo
intimamente relacionadas a sua estrutura e conf@wonde cadeia.

Ja a formacdo dos géis por coloides se da pelayagie de pequenas estruturas
moleculares, através de forcas secundarias, comgasfale Van der Waals e de pontes de
hidrogénio. As forgas intermoleculares secundasi@s de baixa atratividade, e por isso,
formam géis mais fracos do que aqueles formadoegtouturas poliméricas. Gulrez et al
(2011) propdem a definicdo dos géis, quanto aorsmanismo de gelificacdo, em géis fisicos

ou géis quimicos, conforme Figura 2.
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Figura 2. Classificagdo dos mecanismos de gelifiéage géis e hidrogéis conforme Gulrez et al.

Géis /Hidrogéis

\ i
Fisicos/Reversiveis Quimicos/Permanentes
Fortes Fracos Condensagdo Adigdo Cross-linking
5 istali = Crescimento L
N microcrsas || pomese percologio || dinetico ex.: | | Ene-inkine
hidrogénio, critica (ex.: gel N random cross-
Iamelares, associagoes de poliéster) Polydlvmylbe ||nk|ng (ex .
duplos/triplos idnicas e nzene,graftin o
helicoidais (ex.: hidrofdbi g (ex.: CMC- Polydimetihyl
elast()meros“ o IC?S' g-a.érylic siloxane, cis-
t 2 aglomeragGes : polyisoprene)
copolimeros em (ex.: xantana, acid)
blocos, gelatina) complexos
polimero’-
polimero, cola
deacdcia
maturada)

Fonte: Gulrez, Syed K.H. et al (2011)

Tem sido aceito que, a maioria dos géis termorsgweis consiste de regides
cristalinas, chamadas glenction zonesque séo onde as ligagBes quimicas ou as regi&des d
atratividade entre as moléculas ocorrem, e em @sganorfas nas quais as moléculas estao
aleatoriamente distribuidas e enoveladas.

Também ha de se supor que diferentes comportameotizsdo ser adotados por cada
fracdo da molécula dependendo dos mecanismos ddicagdlo envolvidos, que
caracterizardao o gel de acordo com a sua maio€tem de gelificacdo, ou seja, como
reversivel (fisico) ou permanente (quimico), depedd das caracteristicas do meio fluidico.

A gelificacao fisica, que ocorre na sua maioriafpogas secundarias, onde ndo ha troca
ou partilha de elétrons, em geral sdo afetadasveeiacdo da temperatura. Ja a gelificagéo
quimica, nas quais as forcas primérias sdo as medpeis pela agregacdo das fibrilas
(estruturas supramoleculares), ndo séo afetadas yealiacbes da temperatura ou mesmo pela
troca e partilha de elétrons, ja que se tratangdedes covalentes, ibnicas e metalicas.

Além das formacBes das redes de géis a partir dmaap um constituinte,
independentemente do seu modo de gelificacdo, @otlever a formacdo de redes
interpenetrantes de géis e hidrogéis. Ocorre qudnds redes formam-se independentemente
como uma blenda, com ou sem interferéncias sobeeaunoutra rede. DeKosky et al. (2010)
obteve a formacdo de uma rede interpenetramtrfenetrating network — IPNle hidrogel a
partir de 2-hidroxietil agarose e polietileno glideacrilato (PEG-DA), conforme Figura 3. A
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rede de PEG-DA manteve a estrutura flexivel e fpae aglentar as solicitacbes de um
tecido cartilaginoso de joelhos, enquanto que & me agarose manteve a consisténcia
fluidica do meio. Este comportamento retrata exatden 0 funcionamento dos tecidos

conjuntivos cartilaginosos, conforme Guimaréaes $)99

Figura 3. (A) Gel de agarose acelular; (B) AcelulalPN Gel; (C) IPN Gel encapsulado com condrdcitos.

A) B) ©)a
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——
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Fonte: DeKosky et al (2010).

Conforme Dea et al (1972) algumas misturas de gmleideos, principalmente com
residuais de galactose, poderdo formar associagdes covalentes, como uma rede
tridimensional fetwork conectadadross-linkedl através de transicbes cooperativas entre as
moléculas. Os autores (Dea et al, 2011) exemplificam esteamismo de associacdo
molecular, observando uma mistura de cadeias detgatanas e estruturas helicoidais de
carragenas ou agarose, através de medicbes deiaotgitica, de espectroscopia de
ultravioleta e de dicroismo circular (FASMAN, 199@alactomanas, carragenas e agarose
sao tipos de polissacarideos encontrados em aldg@guminosas, que quando misturados

formam géis de transicdo cooperativa, conformergigu

Figura 4. Modelo proposto por Dea et al (2011) para interagéo entre as cadeias de carragenas ou agse
(C) e galactomanas (G).

e}
[rp PR -

° Dea et al utiliza o termorosslinkingpara referir-se as associagdes entre as molécolaisido, de forma
diferente da denominacdo empregada pela IUPACdgfilee o termarosslinkingcomo a ocorréncia de uma
reacdo quimica da qual emanem quadro cadeiastiladeanm sitio ou de grupos existentes na macrécodd.

21



Além da estrutura, a caracteristica hidrofilica dafrogéis, ou seja, a sua afinidade
com a agua pode ser regulada por grupamentosadaie €¢OH, -COOH, -CONE -NH, e
SOsH, de forma a gerar hidrogéis neutros ou ibnicos.

Dependendo das caracteristicas do meio extracedutkrs células do tecido que irdo
aderir aoscaffoldde hidrogel, certa afinidade polar ou apolar se@ssaria ao biomaterial
para que este seja 0 mais biocompativel possivelmBsma forma, a insolubilidade do
hidrogel, e dos géis em geral, devera ser adequa@ao tempo de implante do biomaterial,
até que as células tenham se desenvolvido o suBcpara recompor e regenerar 0s tecidos
adjacentes. Assim, o controle sobre a solubilidimgel deve ser previamente avaliado de
acordo com a aplicabilidade no organismo, e seli@rnoa menor de acordo com o grau de
entrelacamento das moléculas poliméricas ou ao mine reticulagdes existentes na rede
e/ou devido ao grau das interacgdes fisicas.

As caracteristicas mais citadas referentes ao®d@d, principalmente quanto a sua
aplicacdo na Engenharia de Tecidos, sdo as seguigde atdxicos, tém capacidade de
intumescimento em fluidos biolégicos e em agua, ¢témsisténcia elastomérica, de forma a
minimizar os efeitos do atrito sobre os tecidososjviém alta permeabilidade aos fluidos
corpéreos devido a alta porosidade e permitem arpocacdo de farmacos de diferentes
polaridades para liberacdo controlada de drogas URIQ) 2005). Além destas, outras
caracteristicas sado citadas como por exemplo quéiséompativeis, biodegradaveis, e que
boa parte deles sdo reconhecidos por moléculaggmak (LIN & METTERS, 2006) e

naturalmente tem macroestrutura tridimensional (YO ET AL, 2007).

3.2.2. CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS

De acordo com a norma ASTM F2900-11 (2011), qusavepbre os métodos padrdes
para a caracterizacdo de hidrogeéis utilizados ediaima regenerativa, alguns fatores podem
ser destacados como necessarios ao desenvolviaenim tecido, sdo eles: a habilidade do
biomaterial em suportar a permeabilidade de gasssldidos, de nutrientes e de materiais
bioativos, 0 mantenimento do crescimento e dasapigs celulares concomitantemente a
integridade da forma e das propriedades do biorahtkrrante o periodo de sua utilizagéo, e
no caso delrug delivery manter certa taxa de veiculacdo de drogas, atéoutlos fatores.

De forma especifica, a norma indica alguns estudpsrtantes para a caracterizacao de
hidrogéis, como ilustra a Tabela 4. Aléem dissaaieina cada um dos testes especificos para

cada condicdo de biomaterial (se € um hidrogelilfrag sensivel a modificacbes de
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geometria), caracteriza o método quanto a obters@oresultados quantitativos ou
qualitativos, se é facilmente aplicado (se é ini@siu ndo) e se € um método sensivel ao

equipamento e ao operador (Tabela 2 da norma ASA90F-11).

Tabela 4. Exemplos de métodos com significativo cdido indicado para a caracterizacdo de hidrogéis.

Atributos para cada fator chave de caracterizacao el hidrogéis

Propriedades Estabilidade fisico-

L Cinética P Transporte de massa
Biologicas quimica

Tempo de
gelificacéo
(F2315)

Estabilidade
ambiental (D4516)

Biocompatibilidade

(ISO 10993, F895) Migracéo celular (F2315)

Agentes estranhos
(F2383, ST72, I1ISO Taxa de
22442, 21 CFR 210,inchamento (ISO  Propriedades Transporte de nutrientes e
21 CFR 221,21 10993, F2214 p/ mecanicas (F2150) residuos (F2450)
CFR 610, 21 CFR UHWPE)
820)

Degradacéo da Encapsulacéo celular Taxa de veiculacao de
matriz (F2150) (F2315) agentes bioativos (F2450)

Fonte: ASTM F2900-11 (2011)

De acordo com a norma ASTM F 2900 — 11 (2011),racterizacdo das propriedades
mecanicas dos hidrogéis frageis € de dificil medigievido a sua sensibilidade e
comportamento ndo estacionario (ou fora do eqidlibrEnsaios de tragdo e mesmo
compressao poderdo nao ser totalmente represestdgvacordo com a norma.

Convenientemente, as propriedades mecanicas oeéisg sdo apenas obtidas atraves
de métodos ultrasénicos, como a sonoelastogradi@. leétodo se baseia no efeito Doppler,
Ou seja, na propagacao e na atenuagao do som dentraterial, com espessura e densidades
conhecidas, tendo como resposta as vibracdes dwiahatias quais podem ser determinadas
as propriedades mecanicas, principalmente o madastico do material.

Uma das dificuldades da realizacdo dos ensaiosagé&da ou compressao para as fibra-
géis obtidas neste trabalho, esta relacionada encdw de corpos de prova cilindricos e
homogéneos de acordo com a norma ASTM D 5024 (2(qi2n ensaio de compresséo) e
parametros geralmente utilizados (diametro: alh@aazao 1:2) (VOLKMER, 2006). Seria
necessario que fossem analisadas as microestratasabras-gel, a fim de garantir que as

mesmas fossem homogéneas e com semelhante dendedesteculacées por todo o volume

23



da amostra (com a mesma densidade jutection zones para que ndo houvessem
interferéncias nos resultados obtidos, e fossegassda a reprodutibilidade. Apesar desta
dificuldade, a estabilidade fisica e quimica dosmiateriais de fibras-gel puderam ser
inferidas com base nos experimentos de porosidadehamento, bem como através das
culturas com células.

Os experimentos de porosidade, propriedade chititza a migracdo, crescimento e
proliferacdo celular, podem ser seguidos de acodi a norma ASTM F2450-10, sobre
dimensionamento e caracterizacdo de microestrutiessaffoldspoliméricos para uso como
produtos em Engenharia de Tecidos. Nesta normansiguidados sdo descritos no que tange
a caracterizacado de materiais moles. Por exemipdese quendo € aconselhavel a utilizacao
de porosimetro de mercurio para realizacdo de rasdi® porosidade, jA que a amostra
analisada tende a deformar-se ao longo do testend3ma forma, como ndo € apropriada a
utilizagdo da técnica de embutimento para andlesehidrogéis por MEV, mesmo que
liofilizados, pois ha que se garantir que nenhunmmadade deforme a amostra dentro do
arcabouco, que € higroscopica naturalmente.

Entretanto, a MEV é um dentre os primeiros métagles a norma ASTM F 2450-10
cita para analise microestrutural dos materiaigtajmente com a microscopia de transmisséao,
e softwares de imagem, que auxiliam nas coletades de tamanhos de poros, distribuicdo
dos mesmos, estimativas de permeabilidade e tatades Contudo, mesmo sem a utilizagéo
de softwares, pode ser possivel que se percebammadgcaracteristicas, que o material
podera performar, como servir de material aderdetdo a alta rugosidade, ou indicar certa
capacidade de absorcdo ou permeabilidade devidsualizacdo de reentrancias e poros
através da andlise das imagens.

Outros fatores, que também influenciam as caraeigdes decaffoldspara utilizagéo
em engenharia de tecidos sdo a variabilidade ftgidmica entre as matérias-primas
disponiveis para confeccdo dos materiais, as cdeslige processamento variaveis, o tipo de
célula cultivada em certo tempo, as condi¢bes do o cultivo, possiveis modificagfes de

rota metabdlica celular, dentre outros.

3.3. PROCESSOS DE FABRICAQAO DE SCAFFOLDS PARA APLICAQAO
EM ENGENHARIA DE TECIDOS
Elencar o processo de fabricacdo mais convenienteicamaterial ouscaffold que se
pretende obter € uma importante escolha no desemesito de um produto de Engenharia
de Tecidos, ja que dependendo das propriedadessquéeseja, e dependendo dos
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constituintes utilizados, um ou outro processoatiei€acdo se adequara melhor aos requisitos
biolégicos de sua aplicacao.

Uma variedade de tecidos tem propriedades aniscagipou seja, ndo reproduzem a
mesma morfologia ou estrutura em todas as diregf@ap por exemplo, os tenddes, 0s
musculos, os ligamentos e os 0ssos, de tal forreadquante o processo de fabricagdo dos
biomateriais, algumas caracteristicas podem seretiziatas, variando alguns parametros
como tipo e/ou concentracdo do polimero ou do stdvatilizado, variaveis de fabricacao,
como pressao, vazao, umidade ou temperatura, omaoni@bricando o material por camadas
de diferentes composicdes e com diferentes ge@setri

Para a fabricacdo decaffoldsde origem polimérica, seguem abaixo alguns dos mai
importantes processos, largamente utilizados eatiira.

Eletrospinning (Figura § — trata-se de tecnologia em que ha a injecdo de&wl
polimérica entre um anodo (agulha) e um cétodotdpealetor), de forma que a distancia
entre estes dispositivos, o diferencial de voltaggiicado e o didmetro da agulha para a
injecdo da solucédo sdo parametros de controlegpaeprodutibilidade das propriedades dos
biomateriais formados como: porosidade e tamantibices.

'Figura 5. Biopolimero formado pelo métoddletrospinning

Fontes: Lee et al. (2013) e Shabani et al (2012).

As solucdes utilizadas na técnica de eletrospindiegem ser condutoras e poderéo
conter particulas dispersas como reforco estrytusgente de carga elétrica ou de
biocompatibilidade. Vechietti ET AL (2014), do labtdrio Labiomta (UFRGS, Porto
Alegre,RS) produziu fibras em PLGA (Poli (Acido li&o-co-Glicolico) e Poli-isopreno

contendo hidroxapatita utilizando o método eletiruspg.
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Solution Casting— solucéo polimérica dissolvida em solvente org@na fim de apos a
evaporacao do solvente, restarem apenas os pooxsipacdo das moléculas organicas.

Precipitation CastingParticulate (Salt) -Leaching Tecniques dissolucdo de particulas
em solucéo polimérica, com ajuda ou ndo de solsedi forma que apds formada a matriz
polimérica, a mesma seja apenas constituida dengali e particulas dispersas. Estas
particulas podem ser extraidas dissolvendo-as eméonsolvente do polimero para formacgéo
de uma estrutura porosa. Exemplo: sais sollvessldisos em matriz polimérica, que depois
de curada passa por lavagem com agua deionizaala jpiissolucdo dos sais.

Gel Casting— formagdo de um gel a partir da dissolugdo depotimero em um
solvente, e consequente evaporagdo do solventee sotor molde, utilizando baixas
temperaturas (<45°C). Parecido ao métSdtution Castingcom a diferenca de que trata-se
da formacéo de um gel.

Foaming/ Gas foaming High-pressure Gas-Foaming trata-se de um método simples
e econdmico de obtencdo de um material com poreglaed agitacdo e consequente
formacdo de espuma na solucdo polimérica que ilidife@ar. Podem ser adicionados
surfactantes, bolhas de ar ou agentes formadoregasies, para a obtencdo da espuma
(SHARMA ET AL, 2013), além de altas pressdes de gas

Prototipagem — o material € fabricado de acordo com um ded@mejado para atender
as necessidades de aplicacdo da peca. Os protpodes ser fabricados através de moldes
especificamente desenhados, em que ocorra a da@posifecdo, extrusao ou qualquer outra
técnica que possibilite a confeccdo do materialtrdemle especificacfes projetadas.
Atualmente a impressao 3D é uma tecnologia quesestdo largamente utilizada devido a
facilidade de projeto em software, e utilizacdopddimeros, que atingindo seu ponto de
fusdo, conseguem ser injetados através de um debéeampressora (XU ET AL, 2010;
WANG, C. ET AL, 2011, WANG, F.. ET AL, 2004).

Microesferas — as microesferas sdo obtidas por gotejamento ma ®olucdo
polissacaridica que gelifica na forma de capswdessas ou ocas, de acordo com a aplicagdo
e necessidade. Na literatura existem muitos artigogando o alginato de sédio como
encapsulante de fatores de crescimento, farma@ié enesmo células para tratamento de
regeneracao de tecidos (WANG ET AL, 2011, 2012).

Algumas tecnologias quando associadas séao fontesiatfio de novos processos de
fabricacdo, como por exemplo, a utilizacdo do pseedeGas Foamingjuntamente com
Salt/Particulate LeachingHARRIS ET AL, 1998). Harris et al (1998) fabricom material
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de alta porosidade, conforme ilustrado na Figurgibizando-se de uma matriz polimérica, na
forma de disco, em que particulas de cloreto deosggtavam dissolvidas nela. Apés longo
periodo de exposicdo a elevada presséo e satulacgas carbdnico (Gf) a presséao foi
reduzida até que se atingisse a pressado atmosfe€iga@s adsorvido no material tendeu a
escapar da matriz, formando poros, e assim quatiftgido o equilibrio termodinamico, as
matrizes foram mergulhadas em agua destilada pot&thoras. Assim, as particulas de sal
foram dissolvidas, formando ainda mais poros, depaiadsorcéo e dessorcdo do,&@m o
uso de solventes organicos, que comprometem a rbmattbilidade dos biomateriais
formados.

A utilizacdo mais comum € a unido dos procesSokition Castinge Particulate
Leaching em que primeiramente ha a evaporacdo do solvéissolvido na solucéo
polimero-particulado (sais solluveis), e depoisvadaem dos sais. Teng, Y. D et al (2001)
utilizou este processo para a confeccasadfoldsde uma blenda polimérica composta de
poly-lacticcoglycolic acid (PLGA) e um copolimero: poly-laciioglycolic acid -
polylysine dissolvida em cloroférmio e particulas shis com diametros entre 250-500 pm

para aplicacdo em medula espinhal.

Wet spinning (VIGOLO ET AL, 2000) - este método € muito parec@do que esta
sendo utilizado nesta dissertacdo, processo nouguialsolucéo € injetada diretamente sobre
uma solugédo ndo-solvente. Lewitus et al (2011) goMi et al (2000) fabricaram através do
método wet spinning fibras de nanotubos de carbono embebidas em déidroque
apresentaram alta condutividade e por isso, s&idamadas promissoras para regeneracao de
tecidos nervosos. A Figura 7 demonstra de manenmales o processo adotado por Vigolo et
al (2000), em que o béquer encontra-se em rotahaaednjecao da solucado com disperséo de
nanotubos e a formacéo das fibras.
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Figura 7. ProcessdNet spinningpara produgéo de fibras de tubos de carbono e hidgéis.
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Fonte: Figura adaptada de Vigolo et al (2000).

Fukae et al (2005) também utilizaram processo deant&d, que denominou con®el-
spinning para a fabricacdo de fibras de gelatina, a pddiuma solucdo 10% gelatina —
dimetilsulféxido. A solucéo foi extrusada atravéssgringa com canal interno para saida do
ar, e canal externo para saida da solu¢cdo, movameénta seringa circularmente sobre uma
solucdo de metanol, que se encontrava parada. j@uostermospinningpara este método
refere-se a movimentacdo da injecdo, de formalaircaomo se “desenhassem as fibras”
(comparacdo realizada pelo préprio autor no artigesim que fossem injetadas e
mergulhadas na solucédo de metanol, onde ficararatparma semana.

O método de fabricacdo adotado nesta dissertalgamarlo e patenteado pelos autores
como Dripping (VASCONCELLOS & DOS SANTOS, 2013), em muito sequa com 0S
métodos apresentados acima; porém, se diferencapratica. Neste trabalho procurou-se
adequar o term®ripping paraJet-spinning devido a injecadojét, que em inglés significa
jato) da solucao, sob vazao constante, em um n@&ense, e ndo utilizar o termo gotejamento
(Dripping), j& que € a partir da injecdo da solucdo poleasdica que ha o estiramento e a
desidratacdo do injetado em forma de longas e tauafibras.

De certa forma também este método se diferencimé&todoWet-spinning(VIGOLO,
2000) e ddGel-Spinning(FUKAE, 2005) apresentados anteriormente, ja quprimeiro € o
recipiente da solucdo que esta girando sobre uto,@aquanto ha retirada de solugéo por
bombeamento, e no segundo método, a solucdo dsahnte encontra-se parada, e € a
injecdo da solucao polissacaridica que se movimenta

No métodalet-spinninga prépria solucdo de ndo solvente é colocada stdzag com
o auxilio de um agitador mecéanico, de forma quelacéo forme um voértex, como sera
explicado em Materiais e Métodos. Ou seja, tratdeseima movimentacdo controlada, em
que as rotacdes por minuto da solucdo de ndo gelpenmanecem constantes até o final da

injec@o da solucéo polissacaridica, em que sefidaada batelada.
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Também quanto ao método @Gel-spinning o que diferencia é a forma de injecdo, que
€ composta por injecdo de ar e de solucdo poradwmiais da seringa. Assim sendo, o que
surge como inovador neste trabalho é a proposigdojecao da solucéo polissacaridica, ao
invés do gotejamento, da aplicacdo de um agitadamramco para controle da variavel de
agitacdo do ndo-solvente e formacdo do vortex, a@émtilizacdo dos constituintes, agar e
alginato de sédio conjuntamente, para a obtencéifilttas desenvolvidas.

3.4. BIOPOLIMEROS E ADITIVOS UTILIZADOS NA FABRICACAO DA S
FIBRAS-GEL

3.4.1. BIOPOLIMEROS

Biopolimeros sao polimeros de origem biol6gica,guad ser biodegradaveis de origem
microorganica (ex.: PLA: poli acido latico; PHB: lp@&-hidroxibutirato), vegetal (ex.:
derivados de amidos, celulésico, etc), animal (exitina, gelatina, etc) ou féssil (ex.:

poliésteres, etc).

A grande vantagem da utilizacdo de biopolimerosué g&o fontes renovaveis,
encontram-se abundantemente disponiveis e naositaceslo uso de solventes toxicos para
a sua extracdo. Os polissacarideos sao exemplb®pl@imeros extensivamente utilizados
nas areas alimenticea, téxtil, cosmética e atuaémenito estudados para as aplicacdes em
Engenharia de Tecidos. A desvantagem da utilizag@stes materiais encontra-se na
variabilidade das propriedades como peso molecutgsidade, carga elétrica e presenca de
contaminantes ou outras substancias indesejadasndiEndo da origem das matérias-primas
e das condicdes de producdo e processamento dammdsnquanto que materiais sintéticos
podem ter suas propriedades controladas e repvedutima vez que sédo obtidos através de
reacfes quimicas, ja conhecidas (DRURY & MONEY,300

Tanto o agar como o alginato de sodio sdo biopotisyepolissacarideos de origem
algacea (Reino Protista); contudo, o primeiro éragotd de algas vermelhas do filo
Rhodophyta, enquanto que o segundo € extraido dms almarrons, do filo
Phaeophyta/Phaeophyceae ou de bactéRagsudomonas sppe Azotobacter vinelandii)
(RHIM, 2004; GARCIA-CRUZ, 2008).

As espécies mais comuns para extracdo de agars<aelidium spp Gelidiella spp.
(pertencentes a ordem Gelidiales) e tambémGeacilaria spp (pertencentes a ordem
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Gracilaries). Inclusive no Brasil as espécies neaitivadas para obtencdo de agar sao as
Gracilaria birdiae, Graciliara cauddata Gracilaria domingensise Hydropuntia cornea
tanto para o comércio interno quanto externo (SANTPR. J, 2011). Ja para a extracao de
alginato, principalmente no Brasil, a espécie pmeidante é aSargassum(SZECHI &
PAULA, 2000).

3.4.2. AGAR

O &gar é constituinte, como carboidrato estrutaias, paredes celulares das algas e sua
concentracdo varia de acordo com as condi¢cbes dacoreentracdo de G@o meio, tensao
de oxigénio, temperatura da 4gua e radiacdo sofarenciando também diretamente sobre
0S grupamentos quimicos deste polissacarideo.

A estrutura molecular do agar é complexa e heteemjaente linear formada por
unidades de 3,6-anidro-L-galactose (ou L-galacésaHatos), D-galactoses e L-galactoses
conectadas por ligaco@s(1,4) ea-(1,3) alternadamente. Destas ligacbes pode-seafoam
unidade polissacaridica principal e basica de todaoggares: a agarobiose, através da enzima
agarase, conforme Figura 8 (LABROPOULOS ET AL, 90@2regularidade e a composicao
destes dissacaridios na estrutura molecular regalaabilidade da gelificacéo.

Além disso, o agar pode fracionar-se majoritarigdme&m dois outros constituintes: a
agarose e a agaropectina (Figura 13), ou em odissacarideos, como por exemplo o
Phorphyran, que é identificado também como umdpagar (originario da aldg@horphyran
spp) (CHI ET AL, 2012) e pode ser obtido pela acdoedaima agarase, produzidas por
alguns microorganismos (HEHEMANN ET AL, 2010). Aaagse é a fracdo gelificante,
essencialmente livre de cargas sulfatadas; enquargp a agaropectina € a fracdo nao-
gelificante do agar, formada por agarose e porgentavariadas de éster sulfato, acido D-
glucurénico, aléem de pequenas quantidades de @ideico, que dependendo do tipo de
algas marinhas, sdo encontrados em diferentes ngfi@® na constituicdo da agaropectina
(ADITIVOS & INGREDIENTES, 2008).
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Figura 8. Estrutura basica molecular do agar, acdda enzima agarase.
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Fonte: site de fornecedores da substancia: httpwisigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/eneym
explorer/learning-center/carbohydrate-analysis.html

Figura 9.Formas da Agarose e Agaropectina.
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Fonte: SANTOS, 2011.

O conteudo de sulfato na fracdo da agaropectinaleoyorfirina decresce com a
maturidade da alga, repercutindo em géis maisteeses (SUZUKI ET AL, 2001). A partir
da completa hidrélise do agar podem-se obter osdbmeros de acucares tais como D-
galactose, 3,6-anidro-L-galactose, elL-galactoseHat®, que sdo estruturas de
armazenamento de energia e passiveis de serenddegsaenzimaticamente por bactérias ou
guimicamente.

Além da sua capacidade energética, o agar € unriahatem grande potencial para
utilizacdo comoscaffold para Engenharia de Tecidos, ja que se trata dealissacarideo
hidrofilico, que possibilita a transferéncia de ssafutrientes e metabdlitos) através de seu
meio, € biocompativel, é utilizado extensivameraanalUstria alimenticia, farmacéutica, em
cultivos celulares, em analises de eletroforesssyiobaixa taxa de degradacdo em meios
aquosos (BAO ET AL, 2008), € inerte a células mara# (NISBET ET AL, 2008 APUD
LEWITUS ET AL, 2011), é ndo aderente celular (RAGDAL, 2008 APUD LEWITUS ET
AL, 2011), pode ser “funcionalizado”, pois contéidrbxilas em sua cadeia possibilitando a
incorporacao de grupamentos, como proteinas, edtiel glicogénio ao longo dela, além de
formar géis porosos (PERNODET ET AL, 1997 APUD LHWE ET AL, 2011), e pode ser
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degradado por acéo de enzimas.

As hidroxilas presentes no meio a que o0s géis de égfdo submetidos, asseguram a
estabilidade dos mesmos e cooperam para a su&gEmeg@asmecanica, uma vez que estes
grupos estao diretamente associados a orientatiéoith@ das moléculas de agar (ARNOTT
ET AL, 1974A), que ainda é discutida por autoreS8HAYE, 2000).

Sabe-se que a influéncia das hidroxilas do mei@smuem que 0s géis estiverem, é
muito significativa, de forma que néo é toleradaameom pHs abaixo de 6,0, ja que com
poucas hidroxilas as conformacdes moleculares diglis ndo sdo possiveis e
consequentemente a integridade dos géis estaraudigpaa (ADITIVOS &
INGREDITENTES, 2008).

3.4.3. ALGINATO

O alginato de sddio (NaB70s) € um polissacarideo linear, derivado do acidinalg,
que é composto por residuos de acido D-manuréguese alterna com residuos de acido L-
gulurdnico. O acido alginico compde as parededarelsi das algas, constituindo de 30 a 60%
da composicdo de suas paredes, podendo cons@u@0da 60% da massa seca da alga,
dependendo da sua espécie (DAVIS ET AL, 2003).

Figura 10.Estrutura da molécula de &cido alginico.
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Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/atatlomics/enzyme-explorer/learning-
center/carbohydrate-analysis.html#Alginic Acid

A transformacgéo do acido alginico em sal (algirdgsodio) permite a solubilidade do
composto em agua e sua conformacao pode ser reddeiade acordo com blocos de acido

manurénico (M) ou acido gulurénico (G) (Figura 11).
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Figura 11. Estrutura do alginato: blocos-M, blocoss e blocos-MG.
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Fonte: SEGATO, 2007.

As unidades de M, geralmente de estrutura planadipddita mimosa, transformam-se
em G, estrutura com reentrancias e saliénciaspragoldo tempo de vida das algas do filo
Rhodophyta, através de uma reacao enzimatica (CALYA5).

As formacdes alternadas de manurdnico e guluropértazem geralmente até da
constituicdo do &cido alginico independente do tipaalga. Os blocos de G tendem a unir
mais as cadeias entre si, gerando géis mais fiempgebradicos, enquanto que os blocos de
M estabelecem maior interacdo com as moléculasgda &; portanto, geram géis menos
firmes e mais elasticos. O médulo elastico tambépeddera da densidadeatesslinkingde
associag0Oes fisicas entre as cadeias, de acord@ qouesenca de cations (BANERJEE ET
AL, 2009).

Os cétions que gelificam as cadeias de alginata, tpeca do ion sédio por espécies
preferencialmente divalentes (ffgCa? Sr?), formam géis com diferentes caracteristicas
térmicas (SEGATO, 2007), diferencas quanto a &sisd dos géis e tempos de gelificacédo
(KLAKAMANI ET AL, 2014), além de servirem como adsentes de metais (¢ Ni*4,
Pb™, Co™? e Ci®), conforme estudos de Huang et al (1995), Singal é2012) e Diaz de
Apodaca et al (2007).

Além disso, quanto menor € a taxa de gelificacdpregada na cura dos hidrogéis de
alginato, maior é a tendéncia de apresentarem graothogeneidade estrutural e altos
modulos de elasticidade, quando comparados corad#édr gelificados rapidamente (KUO E
MA, 2001). Contudo, mesmo assim as propriedadesameas dos hidrogéis de alginato
podem variar de acordo com o numero e a sequiénsindnémeros M e G, bem como de
acordo com a concentragdo da solugcdo poliméricaUPR & MONEY 2003). A
determinacao da porcentagem entre blocos M e G gadebtida por andlises de ressonancia

magnética nuclear (NMR) (HEYRAUD ET AL, 1996; FORMET AL, 2014) e também
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através da andlise da viscosidade intrinseca emtelde sédio a 0,1M (PAVLATH ET AL,
1999).

3.4.4. CARACTERISTICAS E DIFERENCAS ENTRE AGAR E ALGINATO

A caracteristica principal que difere os hidrogésnados a partir de agar daqueles a
partir de alginato de sodio, é que os primeirosts&unorreversiveis, ou seja, a transformacao
solucéo*” gel ocorre nos dois sentidos e é dependente datatupa; contudo os hidrogéis
de alginato, dependendo da concentracdo e da ddasak reticulacdes entre as cadeias
poliméricas, poderdo nao ser termo-reversiveis (WMGHLAN, 1985).

De acordo com diversos artigos (ZIMM-BRAGG, 1959GK&S AND BALL, 1989
APUD VIEBKE ET AL, 1994; WATASE, 1981; POLAND & SCERAGA, 1970;
DJABOUROV ET AL, 1989; WATASE ET AL, 1989 APUD ROSES AL 2006; MEDINA-
ESQUEVIEL, 2008) o mecanismo de formacdo dos géisdgar, bem como de outros
polissacarideos, pode ser explicado pela formagh@®struturas helicoidais e pontos de
conexdo (nos/terminacdes) destas moléculas entmoisiorme anteriormente ilustrado na

Figura 4, e agora detalhado na Figura 12 e FigBura 1

Figura 12. Estruturas helicoidais, na transicéo calide-helicoidal, em Biopolimeros, e formacao das
terminac8es destas estruturas.

Fonte: POLAND & SCHERAGA, 1970.
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Figura 13. Mecanismo de gelificacdo e formacao dastruturas helicoidaise dos sistemas super-fibrosos
das moléculas de agar.

Solugdo Gelt Gel i
Fonte: MEDINA-ESQUEVIEL, 2008.

Apesar de ainda ndo ser uma hipétese aceita emtos s pesquisadores, diversos
ensaios j4 evidenciaram a formacgéo de estrututamidais durante a geleificacdo do agar e
outros polissacarideos, como por exemplo, duramai@ de rotacdo oOptica (SCHAFER &
STEVENS, 1996), espectro circular dicroico de UNRMDT & STEVENS, 1994), modelos
moleculares propostos por Jimenez-Barbero et 8B9jl medi¢bes de neutr@tattering
(GUENET ET AL., 1993) compativeis com as descrfias Foord & Atkins (1989). Ainda
assim, resultados definitivos sobre a deteccaoodéoamacao helicoidal por Raio X e por
outros ensaios fisicos, ainda parecem ser necessao intuito de confirmar esta teoria.

Muitas macromoléculas bioldgicas assumem estrutiehisoidais no estado sélido ou
em solucdo, como é o caso dos biopolimeros comipeas globulares, polipeptideos e
acidos nucléicos (WYPYCH, G, 2000), ou em deterohisa solventes e condi¢cdes

especificas.
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Figura 14. Exemplos de conformagdes em hélice de ixulas de DNA.

Figura 15. Representagfes de macromoléculas de unesmo polissacarideo, orientadas em diversas
conformacdes, inclusive helicoidal, conforme seutado de energia. a) representacéo obtida através de
célculo estatistico, b) representacdo obtida por filacao de Raio

Fonte: HANDBOOK OF SOLVENTS, 2001.

As propriedades gelificantes do agar e das caresg@odem ser controladas pela
concentracdo de polissacarideo, bem como taxagudeienento e refrigeracdo (LAHRECH,
ET AL, 2005; AYMARD, ET AL, 2001). E relatado que amuecimento e o resfriamento
ciclicos modificam as propriedades do gel, comopenaturas de gelificacdo, que podem
variar de 25° a 45°C, e de fusao: entre 90° e 12f¥tmeno conhecido como histerese. O
decréscimo da histerese estd associado a inibiedoedtruturas helicoidais através da
substituicdo de grupamentos na molécula de agatudo, € necessario um niamero minimo

de agregac0es a fim de formar a rede gelificarddHAYE, 2000).
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Além deste fendbmeno, existe outro denominado canmerese, que ocorre em géis de
agar; porém, ndo ocorre em géis de alginato, qageaddo hd a exudacdo de 4gua em
condicbes padrdo, ao longo do tempo, e o consezj@aolhimento dos géis. Durante o
resfriamento da solucéo para a formacédo do gehaéculas de agua ficam enclausuradas
nos intersticios das estruturas helicoidais dasécntds de agar, atraidas por pontes de
hidrogénio, resultando no inchamento da rede polcaéEste mecanismo foi verificado em
ensaios de relaxacdo por H-NMR (GABRIELSON & EDIRSHE, 1996, APUD
LABROPOULUS, 2002) e verificado por ensaios de gata optica (SCHAFER &
STEVENS, 1995 APUD LAHAYE, 2000), que mediram unardetro de até 0.45nm no
interior das estruturas helicoidais para contemakiculas de 4gua. Estas forcas, alinhadas a
conformacéo das moléculas, séo as principais reggeis pela reticulagdo nos hidrogéis.

Ao fornecer energia térmica a rede polimérica, aaamtersticial acaba vibrando
juntamente com as moléculas adjacentes, e abrsukces para que as moléculas e grupos
funcionais assumam diferentes conformacdes, aténasa forma livre, e novamente liquida.

A sinerese ocorrera mais fracamente em cadeiagateqaie estejam carregadas, por
exemplo com adi¢cdes de grupos sulfatados, de camaténico, uma vez que tenderdo a
manter a 4gua intersticial através de pontes dedgdio.

Também foi constatado que altas temperaturas déeyeperatura de gelificacdo) de
agares estdo associadas aos grupos metilados (GENXSE970), uma vez que a fragéo 3,6-
anidrogalactose nos polissacarideos tem papel tamger na conformacédo helicoidal que
promove a geleificacdo (REES ET AL., 1982).

J& para a promocao do mecanismo de geleificac@@idede alginato, sais de cétions,
principalmente divalentes, como o cloreto de cals@m utilizados como agentes reticulantes
de géis de alta resisténcia mecanica, conformet@taal (1973) e King (1983). O ion de
sédio do alginato de sodio se dissocia em meio sue 0s vazios na molécula sao
equilibrados pelos ions divalentes de calcio (amnos), conforme a Figura 16, fazendo surgir
0 modelo chamado “caixa de ovo” (MORRIS ET AL, 19XBUD SCHUSTER ET AL,
2014). Estes ions servem como aglutinadores dascoiat de alginato, fazendo com que as
forcas ibnicas agrupem as moléculas entre si. momsovalentes (sédio, potassio, amonio)
nao tém um poder aglutinante tdo intenso para fogés de alginato que sejam insoluveis

em agua, como os ions multivalentes (calcio, crdmdp, aluminio). Entretanto, ions como
2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
Pb,Cu,Cd,Co,Ni,Zn e Mn possuem um uso limitado por apresentarem uma certa

toxicidade (DIAZ ET AL, 2007). Este efeito aglutdw dos cations também é visualizado no
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mecanismo de formacao dos géis de &gar; contuglofel € o predominante e essencial como
nos géis de alginato para formacdo de polimerosnagmo insollveis, apds a reticulacdo
fisica.

Figura 16. Mecanismo de geleificacdo de géis deialgto, onde os blocos-G unem-se ao redor do cation
divalente, formando a estrutura conhecida como “caia de ovo”.
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Fonte: MORRIS ET AL, 1978 APUD SCHUSTER ET AL, 2014

O efeito da diminuicdo do pH da solucdo de acidgdnalo também é referenciado na
literatura como agente gelificante, conforme Cdoiet al (2007). Este efeito € contrario
daquele verificado para os géis de agar, em qua@uaaior o pH, mais estaveis as estruturas
helicoidais e mais resistentes séo os géis (ADITS\BOINGREDIENTES, 2008).

ModificagBes quimicas por esterificacdo das cadélealis por grupos carboxilicos
poderdo tornar alguns sitios do alginato de sodidrofdbicos, reforcando este
comportamento também através dos ions calcio, noef@oviello et al (2007). Dessa forma
aplicacOes diferentes, em que as taxas de adragastrdevam ser gradualmente veiculadas
através da sensitividade de enzimas e outras seiztacapazes de quebrar as ligacdes
ésteres, podem ser desenvolvidas.

Na Tabela 5 foram reunidas as consideracdes quecggam mais relevantes e
importantes destes dois polissacarideos, quantoasscaracteristicas e aplicagfes, a fim de
facilitar a compreensdo das justificativas do usstes biomateriais para a obtencdo do

scaffolddesenvolvido nesta dissertacéo.
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Tabela 5. Caracteristicas entre Agar e Alginato dsodio

Agar Alginato de Sédio

Termorreversivel. Dependendo da reticulacdo e caoragges pode
se tornar nao-termorreversivel.

E néc aderente celular, por isso ¢ Alginato é usualmente utilizado como hidrogel
utilizado como substrato néo para cultivo celular devido a ssamilar estrutura
aderente no cultivo de células. as proteinas estruturais (GAG), sua
Rago et al apud Lewitus et al, permeabilidade e habilidade reticulante

2011. Ishaung et al, 1997; Guo et al, 1989.

E inerte as células mamiferas, Pode conter tracos de metais (Braga, A. S. et al,
poisnado se parece aos polimeros, 2007), proteinas que induzam alguma resposta
especificas proteinas ou DNA imune, bem como polifendis e endotoxinas,

presentes na matriz extracelular consideradas citotoxicas aos cultivos celulares e
, de forma a bloquear ligantes por isso necessitam de purificacdo. Prokop &
nativos. Nisbet et al 2008 apud Wang; Leinfelderet al, 2003; Dusseault et al,2005.

Lewitus et al 2011.

Baixa taxa de degradacac. Processi de degradacac pode envolveradicais
Bao 2008. livres e talvez também ocorra pbeeze-drying
Wedlocket al,1987.

Dependendo das concentracdes Pode impedir a difusdo de nutrientes e enzimas
de piruvato e sulfatos pode ser metabolizadas com cargas negativas peéra
aniénico. Rochast al, 1908. dentro do scaffold.

Awad et al, 2004.

Diferencas no peso molecular Concentracdes de célcio regulam a sintese da

podem alterar a maciez e o matriz extracelular, induzindo a formagéo de

brilho dos géis.McLachlan, 1985  condrocitos e a expressdo de osteonectina,
osteopontina, osteocalcina e colageno tipo X.
Wang et al, 2011.

3.4.5. TANINO

O tanino também é um biopolimero, e pode ser @xtrdé muitas espécies de plantas,
principalmente de espécies de madeiras, como mon@w, do quebrach&¢hinopsis spp.
da acéacia negraviimosa sp, do angico Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenae do
carvalho Quercus spp. Sao obtidos pela desidratagcdo de carboidratoples e pela
condensacao em outras varias moléculas a partihidasxilas e das carbonilas em sua

cadeia.

39



Figura 17. Um tipo de tanino hidrolisavel.
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Fonte: PERES, 2010.

Acredita-se que os taninos (polifendis) tém acdomacrobiana, de inibicdo da acéo de
enzimas, da modificacdo do metabolismo celularmatie complexarem ions metélicos
(MELLO & SANTOS, 2002 APUD MONTEIRO ET AL, 2005).

Algumas das acbes farmacologicas derivam da cag#eidde os polifenois
complexarem-se com proteinas e polissacarideosadeira a contribuirem como membranas
na cura de feridas e queimaduras. Por conta das®,0s taninos foram, e ainda séo,
utilizados na indastria do couro, ja que além dmpmlexarem-se com proteinas, fixam-se
muito efetivamente ao colageno da pele, proporadnmadureza ao couro curtido com
taninos. Na antiguidade as cascas do carvalho etiimadas como emplastros em peles de
animais, a fim de evitar que o tecido vivo necresaSabe-se que um mol de taninos pode se
ligar a 12 moles de proteinas (MONTEIRO ET AL, 20@bdevido também a sua capacidade
nucleofilica, formam pontes de hidrogénio intréatermoleculares.

O estudo de Cass & Burg (2010) mostrou o potert@altilizacdo de taninos como
reticulante descaffoldsde colageno para utilizagdo em Engenharia de Tgcidduzindo
apoptose (morte) em células cancerosas e conferridomo efeito toxico sobre células
saudaveis. E sabido que existe uma ac&o inibidmsadainos na diferenciacdo adipogénica e
a ocorréncia de lipdlise, e justamente por issalepam ser utilizados para modular a
diferenciacéo das células.

O efeito téxico dos taninos para sistemas biol&pode também estar relacionado ao
poder quelante de ions metalicos a sua estrutuma. ¢z que ions metalicos sdo importantes
para alguns metabolismos enzimaticos, como a dsate ferro, a sua utilizacdo deve ser
topica e especifica. Existem estudos que demongsjtercontraditoriamente o consumo de
taninos a partir de nozes, pode ter significadoawumento de casos de cancer de eso6fago,

enguanto que o consumo a partir de cha verde nuostrodiminuido consideravelmente o
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risco de cancer gastrico. Estes estudos foramzagls pelos mesmos pesquisadores
(CHUNG ET AL, 1998 APUD MONTEIRO ET AL, 2005) e nteam que ainda ha muito

que se desvendar sobre os diferentes tipos detaeisuas implicacdes.

3.5. POTENCIAL DA APLICAC;AO DE MATERIAIS A BASE DE AGAR E DE
ALGINATO E CARACTERISTICAS DE SEUS SCAFFOLDS

Na Engenharia de Tecidos foi verificado que espassde scaffoldsde alginato
maiores do que 2 mm impedem a condrogénese, querécesso de formacdo de tipos
especificos de células cartilaginosas (SAIM ET RD00 APUD WANG ET AL, 2012).
Contudo, outras variaveis podem contribuir para esinclusdo, uma vez que os fatores
porosidade e fluxo do suprimento de nutrientes pacaffoldpodem ser determinantes.

Além da possivel influéncia que a dimensao staffold possa significar para o
desenvolvimento de tecidos a base de alginatelatbs que este constituinte possa provocar
reacOes adversas quando implantados em animaodeyiossibilidade de serem citotdxicos
(PROKOP & WANG,; LEINFELDERET AL, 2003; DUSSEAULT EAL, 2005).

Entretanto, quando utilizadas microesferas (em doda casca) de alginato, baixas
doses de imunosupressores sdo necessarias. Desta YWang et al (2012) propuseram um
processo que forma microesferas a partir de deiigaséo, para a formacao de wraffold
a base de alginato, apresentando um ambiente felatécondrogénese apos implantados.
Segundo os autores, certa solugcdo aquosa a 2%jidatalde sodio, com surfactante a 1%,
foi gotejada através de uma seringa com dois cafvaesveés do canal interno de uma seringa,
gas nitrogénio era injetado, e pelo canal extersmacao polissacaridica era gotejada. Assim,
formaram-se gotas ocas, em que 0 gas nitrogéraa fietido no interior de cada microesfera
de alginato de sddio, que apds ter contato conmugdm aquosa de cloreto de célcio a 2%,
gelificou. As esferas ficaram 2 horas em solucélifiggnte, depois foram coletadas e
colocadas em outro recipiente para serem desgaskifi (em camera a vacuo) durante uma
noite. Ao desgaseificar, as esferas de alginatopeosam-se, liberando o nitrogénio e
formando poros interconectados, conforme podelssareado na micrografia da Figura 18.

Células condrocitas de porco foram semeadascatiolde depois implantadas em um
rato. ApOs seis semanas de implante, foi realizadatopsia, e percebeu-se que o scaffold
havia ficado mais resistente e com coloracédo brazmao um bloco de cartilagem, e n&o
induziu respostas adversas aos tecidos lindeiros.
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Figura 18. Processo de fabricacédo dos scaffolds arpr de injecéo de alginato de sodio.
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Fonte: Wang et al (2012).

Outra forma encontrada para a aplicacdo de algidateddio para recomposicdo de
cartilagem foi associar uma matriz de polimero vdeld acido latico e acido glicélico
(PLGA), obtida poiGas-foaminge métodos de precipitacdo, embebida em aproximewatam
1 cm de hidrogel de alginato de sédio com cultelalar (CHOI ET AL., 2012). Apos 21
dias de culturan vitro observou-se um aumento de DNA e glicosaminoglisarmhidrogel,
sugerindo a proliferacdo de condrécitos.

Figura 19. A) Procedimento de obtencao de scaffolde PLGA embebidos em alginato de sodio, semeados
com células. B) Sistema, e scaffolds de alginato siédio.
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Fonte: CHOI ET AL (2012).

Scaffolds de é&gar e gelatina, reticulados com glutaralde{@dl5%), foram
desenvolvidos por Verma et al (2006) e mostrarasult@los promissores para a proporcao
2:1 (4gar e gelatina) para cultivo de fibroblasties murinos (NIH 3T3). Entretanto, foi

evidenciado que as amostras que continham mai@opr@ de agar do que gelatina ndo
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ofereceram um ambiente favoravel a aderéncia eeszimento celular, evidenciando que a
fase aderente era a gelatina, enquanto que o Bmya fase moduladora e necessariamente
porosa para o equilibrio dos nutrientes e excregigscélula, que compde a matriz
extracelular.

Na Figura 20 encontra-se graficamente o acompanhamento daiceinétlular dos
ensaios de Verma et al (2006), em que é possivetiper que scaffoldque conseguiu por
mais tempo, atingir um alto nivel de contagem eelutla ordem de 30xi@élulas por
mililitro, foi o de proporcgéo 2:1 (agar e gelatina)

Figura 20. Acompanhamento da cinética de crescimemtelular em dias, testén vitro com scaffolds de
agar (A) e gelatina(G), e suas proporgoes: 1:1, 2€13:1, de agar e gelatina, respectivamente.
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Fonte: Verma et al (2006).

Sabe-se que o alginato de sodio tem sido ingredienito utilizado na confeccdo de
scaffoldspara tecidos cartilaginosos (WANG ET AL, 2011 EL20CHOI ET AL, 2012,
LEE, 2009; MARIJNISSEN, 2002, dentre outros) e agesultados promissores, contribuindo
com resisténcia mecanica dos seus geéis formadas gse tipo celular, integridade do
formato dosscaffolds e permeabilidade a nutrientes e metabdlitos (RASSIT ET AL,
2005).

Assim sendo, supde-se que as fibras-gel const#uil#a agar e alginato de soédio
poderdo a principio auxiliar muito consoaffoldspara o desenvolvimento de tecidos moles,
uma vez que na literatura muito sdo os exemplasideitilizacdo separadamente.

A Tabela 6 resume alguns importantes artigos quéepgiam as qualidades dos
constituintes utilizados na invencao, que conjuetate poderdo oferecer um grande potencial
de aplicacdes tecnoldgicas.
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Tabela 6. Artigos que descrevem aplicacdes utilizdp agar e alginato de sédio.

Artigo Autores Invencéo
Agar/Collagen membrane ad.ei Bao, Wei Yang, Xuan Compdsito gel liofilizado
skin dressing for wounds Mao, Shansong Mou e utilizado como membrana para

Shunging Tang (2008) queimados

Green fabrication of 4gar- S Hsieh, B Y Huang, S L Nanoparticulas adsorvidas no gel
conjugated Fe304 magneticHsieh, C C Wu, C H Wu, de &gar para potenciais aplicacdes
nanoparticles P Y Lin, Y S Huang, C W no campo da biomedicina, como
Chang (2010) ressonancia magnética, drug
delivery, sensores, identificacdo
génica, tratamentos para canceres,
etc.

Synthesis and Mahendra K. Shukla, Gel de agar adsorvido com
characterization of agar-  Ravindra Pal Singh, C. R. nanoparticulas de prata para
based silver nanoparticles K. Reddy, Bhavanath Jha aplicacdes em biomedicina como

and nanocomposite film (2011) biosensores, drug delivery,

with antibacterial identificacao celular, como

applications ferramenta de prevencdo as
infecgbes bacterianas,

antifungicas, anti-cancer, etc.

Biohybrid Carbon Dan Y. Lewitus , John Nanotubos de carbono

Nanotube/Agarose fibers forLanders , Jonathan R. encapsulados por gel de agarose

neural tissue engineering Branch , Karen L. Smith , obtido por wet spinning e por
Gerardo Callegari , moldagem para utilizacdo em

Joachim Kohn, Alexander V. tecido neural
Neimark (2011)

Hani A. Awada, M. Quinn  Géis como scaffolds
Chondrogenic Wickhama, Holly A. Leddy,
differentiation of adipose- Jeffrey M. Gimbleb,
derived adult stem cells in Farshid Guilaka
agarose, alginate, and
gelatin scaffolds

Removal of airborne Tirgar, A.; Golbabaei, F.; Particulas de alginato utilizadas
hexavalent chromium using Hamedi, J.; Nourjelyani, K., como sistema de controle
alginate as a (2011). adsorvente de emissoes
Biosorbent atmosféricas de galvaplastic

contendo cromo hexavalente.

Decolorization of the metal Dalel Daassi, Tahar Imobilizacdo de um tipo de fungo
textile dye Lanaset grey G Mechichi, Moncef Nasri, em particulas de alginato para
by immobilized white-rot ~ Susana Rodriguez-couto utilizacdo como adsorvente de
fungi (2013) corante a base de metais

Continua na gxima pagina...
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Equilibrium and kinetic Bina Gupta, Zareena Begum Estudos de equilibrio e cinética de
studies for the adsorption ofl, and Garima Rajput (2008) adsorcdo de manganés e cobato
Mn(ll) and Co(ll) from utilizando biomassa de algas que
Aqueous Medium Using contém agar.

Agar-Agar as sorbent

Adsorption of Cu(ll) and Chihpin Huang, Ying-Chien Utilizagdo de particulas de

Ni(Il) by pelletized Chung, Ming-Ren Liou alginato, quitosana e alginato com

biopolymer (1996) quitosana para adsorcéo de cobre
e niquel de solugdes aquosas.

Selective Adsorbent for the Yaoting Yu, Hongmei Utilizacdo de particulas de géis de
Removal of Zhang, Weichao Wang, and 4gar como adsorvente de
Immunoglobulin E in Shengi Wang (2008) imunoglobulina E em pacientes
Bronchial Asthma com asma brénquica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS FIBRAS

De forma geral a Figura 21 sintetiza a obtencaofideas descrevendo as etapas do
processo e 0s métodos e testes envolvidos naearacbo das mesmas. Inclusive indica os
testes que foram realizados nas fibras obtidasartir ple variacdes de parametros de
processamento (“Teste de variaveis de processdeste do agente reticulante”), como por
exemplo: temperaturas de aquecimento (aq) da smplue@nperaturas de injecdo (ij) da
solucdo, temperatura de desidratacdo do alcoolriac@as de concentracdo e tempos de

reticulacdo, que serdo detalhadamente descritantadi

Figura 21. Fluxograma de Obtencéo e Caracterizacadas fibras, inclusive a partir de testes com variais
de processamento.

| AGAR ALGINATO |
| DISSOLUGAO |

Aquecimento (aq) a60°e a 80°C

Resfriamento até temperatura de injecéo

Injecdo (ij) sobre alcool em rotacao

Desidratacao e Estiramento

Coletadas fibras

Reticulacdo
Coleta das fibras

Prensagem

Congelamento a — 2C durante 5 dias

Liofilizacao

Testes de variaveis Testes do agente
MEV :
de processo reticulante
\l/—l—\l/ \4 \ \5/ \i \4 \ \II/ \Va
Inch. Poros. DA TGA DSC EDS v Poros.|| Citotox. || Inch.

Quanto a descricdo detalhada da obtencdo das f#mgse-se o seguinte: foram
dissolvidos acido alginico sal sédico (al, algindt sédio) (Sigma Aldrich, UK), CAS n°
9005-38-3, e agar (ag) (Vetec Quimica Fina Ltda, d® Janeiro, RJ), CAS n° 9005-32-7, em

agua destilada para diferentes concentracdes engims conform&abela 7
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A solucdo permaneceu sob agitacdo magnética (ARHEp \Ecientifica), a
aproximadamente 300 rpm, por 1 hora sob aquecinpare completa dissolugdo e mistura

dos constituintes.
Tabela 7. Concentragdes das fibras-gel (fb) formada
SolucdoConcentracao alginato (al)  Concentracdo &gar (ag)

0% 100%
10% 90%
50% 50%
1%
20% 80%
60% 40%
40% 60%
0% 100%
100% 0%
10% 90%
2% 50% 50%
20% 80%
60% 40%
40% 60%
0% 100%
10% 90%
50% 50%
4%
20% 80%
60% 40%
40% 60%

47



Figura 22. Solugéo de alginato de sédio e agar emicao e sob aquecimento.

-

Para as primeiras dissolucdes, a solucao foi agaexte os 60°C, pois se pensava ser
suficiente. Posteriormente, depois de testes &oagd@o da literatura, elevou-se a temperatura
até os 80°C. De acordo com Prasad et al (2007)rtr mle 80°C, ocorre a fusdo das
moléculas de &gar, que ndo adotam conformacéo aldicando aleatoriamente dispersas em
solugcédo. Assim, apos a agitacdo até 80°C, a soltgj@sendo resfriada, desligando-se o
aquecedor do agitador magnético e manualmente iimlerg béquer em banho-maria a 20°C,
retornando ao agitador seguidamente, resfriando ety torno de 2° a 4°C.mitmté atingir a
temperatura identificada como ideal para a injggdoSegundo Labropoulus et al (2002),
géis de agar gelificam abaixo de 40°C, assim estgératura foi escolhida para que a
solucéo fosse inserida em uma seringa plastica, aapacidade de 60 mL e diametro de 1
mm, e em seguida injetada sob uma solucdo alcoéhtamovimento rotacional, para a
producao das fibras-gel.

Foram utilizados 800 mL de alcool etiligp 95%, como solvente, a temperatura
ambiente (em torno de 20°C) ou resfriado (entree-B0°C), sob rotacdo mecanica a 400 rpm
(DLH Velp Scientifica) com o auxilio de haste cothdas plasticas, inclinadas a 45° uma em
relacdo a outraF(gura 23, a fim de criar um vortex homogéneo e estaved paestiramento

das fibras.

A solucao polissacaridica foi injetada manualmentena vazdo meédia de 4,70 mL/s, a
cerca de 20 cm em relacdo as pas do agitador neecfaigura 24. Conforme foi sendo

injetada a solucao alcodlica, as fibras formararpesalesidratacéo e estiramento.
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Para a determinacdo da vazao média de injecéoluigiedoi cronometrado o tempo
para injetar toda a solucdo contida em uma segogacapacidade de 10mL (e didmetro de
1mm) para seis medidas.

Obtidas as fibras em alcool (Figura 25), estastioraletadas através de uma peneira e
lavadas rapidamente (aprox. 1 min) em uma solugéosa reticulante a 2% de cloreto de
calcio.

Figura 25. Fibras (fb) obtidas apdget-spinningem alcool.

Apos a reticulacdo, as fibras (fb) foram novamesuketadas, a fim de que todo o
liqguido escorre-se, para serem moldadas (prensadees dois vidros) na forma de “tecido”
(tec.) Figura 26, a uma espessura média de 1,66cm +/- 0,35cm.

Figura 26. Prensagem das fibras de agar e alginatie sodio (fb) entre duas placas de vidro e a formag
do tecido (tec.) fibroso.

Depois da conformacgédo das fibras, um dos vidros rétirado para facilitar o
congelamento das mesmas, a aproximadamente -20f@ntel pelo menos 05 dias até a
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liofilizag&o/secagem. O tecido depois de secoddiatlo através com um estilete e auxilio de
um molde circular em polipropileno com diametraldecm para as caracterizagdes seguintes,
exceto a caracterizacdo por citotoxicidade, quessiou de um tamanho muito menor de

tecido fibroso (tamanho de poco de placa de 96decultura).

Figura 27. Placa de cultivo de 24 pogos e recort® éamanho do posteriores testes.

Os meétodos e os testes utilizados para a caraggédzdas fibras, descritos na Figura
21, referem-se a apenas uma composicdo da Tabekletjonada a partir da analise por

MEV e da verificagéo fisica da integridade dasaf#br

Teste da Influéncia dos variaveis de processo

Para a especificacdo da fibra selecionada, confaitado anteriormente, testaram-se
diferentes temperaturas de aquecimento (aq) edimj@g, bem como temperaturas da solucéo
alcodlica (Alc.) para comparacgéo dos resultadopatesidade e capacidade de inchamento
aqueles obtidos por fibras com apenas alginato dako s(2% al) em sua composicao,

conforme Figura 28. Os testes de porosidade eimehto foram realizados em duplicata.

Figura 28. Teste com variaveis de fabricacéo pardfselecionada para caracterizagdes.

4 ag60,iis0 |
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Teste da Influéncia dos Agentes Reticulantes
O teste dos agentes reticulantes foi realizado gditara tecido selecionada e consiste
em duas analises: uma testa se a adicdo de taommo agente reticulador (solucdo aquosa a
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2%), além do cloreto de célcio, impacta em citatioide no cultivan vitro, enquanto a
outra andlise procura verificar se ha impacto daceotracdo e do tempo do reticulante
cloreto de calcio, bem como da temperatura de deagho da fibra (T alcool) sobre a
citoxocicidade, o inchamento e a porosidade, camdorlustra a Figura 290s testes de
inchamento e porosidade foram realizados em tafaicenquanto que os de citotoxicidade

em sextuplicatas.

Figura 29. Teste dos agentes reticulantes para uneapecificacéo de fibra-gel.

Fb tec. selecionada

¥ N
Lavagem com Cloreto de Célcio 2% Teste de desidratagdo ¢ reticulagéo

+ Amostra: Talcool  [CGaCI2]  1CE0I2

A 1°C 2% 2min

2% A Tamb 2% 2min
Tan | | B Tab 2% 10mn
B 1°C 2% 10 min

C Tamb 1% 2min

c 1°C 1% 2min

! )\ | )\
MEV —3 Citotox. Inch. Poros.

Onde Tamb para cstes icstes foi igual a 19°C.
[CallZ] é aconcentracio ne cloretn de calsio.
1CelI24 o tempo de reticLlagdo.

Vale ressaltar que devido ao uso do tanino conuieete reticulante no curtimento do
couro (ligando-se a proteinas) e devido as sugwipdades antisépticas, anteriormente ja
descritas nesta dissertacdo, foi testada a suaagéib como agente reticulador. Contudo,
durante a fabricac&o foi observado que este bimgoti ndo pode ser utilizado sozinho para a
reticulagdo das fibras, e sim juntamente com cetdode célcio, uma vez que este sal € 0
responsavel pela gelificacdo do alginato. Assinbsap lavagem com cloreto de calcio, as
fibras foram submersas em uma solucdo aquosa ite @R2%, a 40°C, durante no maximo 1
min.

Além disso, é importante salientar que tanto o ,agaanto o alginato de sdédio,
individualmente, também foram caracterizados pwawermelho, por analises térmicas (DSC

e TGA), por viscosimetro (utilizando solucédo aquas®bo) e por picnometria (para estimar a
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densidade real). Assim sendo, a seguir serdo apaees os equipamentos e as condi¢des de
analise para cada um dos métodos utilizados gararacterizagoes.

4.2. CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES E DOS PRECURSORES

Para a caracterizacdo dos constituintes das finas vez que o fabricante néo
forneceu informacgdes relevantes, como viscosida@ssa molar ou densidade, procurou-se
medir, conforme a disponibilidade de equipamentis,uma forma facil e pratica, as
viscosidades dinamicas através do viscosimBimmokfield (Figura 30) com jaqueta de
arrefecimento como parametro de partida, bem carant medidas as densidades reais dos

constituintes através de picnometria.

4.2.1. VISCOSIDADE DAS SOLUCOES

Foram preparadas trés solucdes aquosas: a 2%idatalfpl), a 2% de &gar (ag) e na
concentracdo e proporcdo entre alginato e agarcdel@ com a especificacdo da fibra
selecionada; sendo avaliadas as suas viscosidadastrgs temperaturas: 40°, 60° e 80°
Celsius, nesta ordem de aquecimento. Para cadaetaiuf@a de analise procurou-se
determinar a viscosidade para uma mesma ou muitkinpa agitacdo (rotagdo do cilindro
Brookfield, a fim de compararmos as viscosidades das sauadiee si. As medidas foram

realizadas no laboratorio LAPOL da Escola de Engealda UFRGS (Porto Alegre, Brasil).

Figura 30. Viscosimetro Brookfield LV DV-E + UL Adapter (jagueta térmica).

4.2.2. DENSIDADE REAL

Conforme a norma ASTM D792-08, para obtencéo daidade realf) de um material

utiliza-se o picnémetro e aplica-se a Equacao tledV é a massa do picndmetro vazio e
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seco, Wa é a massa do picndmetro seco com ceméidpde de amostra, do constituinte que
se deseja medir a densidade, Was é a massa dangitnécom amostra e preenchido com
um né&o-solvente do constituinte e Ws € a massai@wrpetro preenchido com o nédo-

solvente.

p= (Wa—W) Equacéo 1.
[(Wa—W)i—Was+Ws]

O n&o-solvente utilizado foi o &lcool etilico 99y dc =0,79g/mL). As pesagens do
picnbmetro, para obtencdo da densidade do agar agdwto de sodio, individualmente,
foram realizadas em triplicata, obtendo assim waeres de densidade real) (para cada
constituinte, ondgac € a densidade real do agapg € a densidade real do alginato de
sodio.

Assim, para o célculo da densidade real da fibraeja da blendgp§), necessario para

a estimativa da porosidade (conforme ASTM F 2450-dflicou-se a Equacao 2, levando em

conta a proporgcao entre os constituintes e a dashsickal de cada um deles.

Ps=(Xac/pac) + (XaL/paL) Equacéo 2

Onde X\ € a proporcao de agar na blendaye a proporcéao de alginato na blenda.

4.3. CARACTERIZACAO FiSICA E MICROESTRUTURAL

43.1. MEV

As analises de microscopia eletronica de varredoram realizadas no Centro de
Microscopia Eletrénica (CME) da UFRGS (Porto AlegBeasil), utilizando o microscépio
eletrénico de varredura (MEV) da marca JEOL, mod&M-6060. As amostras que puderam
ser analisadas por MEV a uma tensao de 10 kV foemobertas com uma dupla fina camada

de ouro viasputtering

4.3.2. DENSIDADE APARENTE

As densidades aparentes foram calculadas paragttgms de fibras obtidas em
diferentes dias de producéo, identificadas comelddas: 1 (com 16 corpos-de-prova), 2
(com 24 corpos-de-prova) e 3 (com 16 corpos-deg)ramom a mesma especificagdo daquela
fibra selecionada através de MEV. Foram medidasias dimensdes (espessura e diametro),
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para o calculo do volume de cada uma das amostesmesmas foram pesadas em balanca

de quatro casas.

Para o calculo da densidade aparente, que é atuejaal o volume total da amostra é

considerado, inclusive os espacos vazios, utilsma-Equacao 3.
p=mlv Equacéo 3
Ondep € a densidade (g/cm3), m € a massa seca (gpeveléme (cms).

4.3.3. POROSIDADE

Foi utilizado o método descrito na norma ASTM F@4® em que se pode estimar o
percentual da porosidade, a partir do volumesciffolde do volume de poros calculados

conforme as Equacdes 4 e 6.

P(%) = (Ve/VT)- 100 Equacdo 4.

Onde \t é obtido conforme Equacdo 3, e indica o volume de9 no scaffold
enquanto ¥ é o volume total dsecaffold ou seja, referente as suas dimensdes.

Vp= V1 — (Mm/ps) Equagéo 5.

Onde, g é a massa da amostrp& a densidade do material utilizado para consbruir
scaffold ou seja, a densidade real que o constitui.

Este método necessita que ocorra a secagem contjetaaterial, a fim de evitar
contribuicdes de umidade nas medidas. E um méttliitado principalmente para os géis e
materiais que sejam muito higroscopicos, de forrpeegenir a influéncia do inchamento do
préprio gel nas massas umidas, como por exempomalidas realizadas por Arquimedes
(WANG, C. ET AL 2011 APUD RAMASWAMY ET AL 2010), adorme Equacao 6.

O método de Archimedes (WANG, C. ET AL 2011 APUD RASWAMY ET AL
2010), também utilizado nesta dissertacdo, utiliza liquido n&o-solvente ao biomaterial
menos denso que o material a ser pesado. Assiimpuise alcool etilico 95%, e as fibras
submetidas ao método foram produzidas em dupliedigeram por duas vezes medidas os
seus percentuais de porosidade por Arquimedes, adiverificar o impacto da liofilizac&o
na segunda medida de porosidade. Ou seja, as (ibradecidas em alcool etilico durante a
primeira medida foram novamente congeladas e ikaflas para uma segunda medicéo,

conforme Equagéo 6.

W= Equacéo 6.
P(%) = :;—j;’ % 100%
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Onde W é a massa da amostra umedecida em um liddidoa massa seca e S é a
massa submersa em um liquido.

A porosidade é considerada por alguns autores coma das mais importantes
caracteristicas daaffoldS(TOMLINS ET AL, 2004), uma vez que as células saltias nos
biomateriais requerem espacgo para movimentarerngggurarem nutrientes e excretarem
residuos. Entretanto, ao interpretar os resultado® se ter em mente que o aumento da
porosidade nem sempre equivale a um aumento deepbiiidade, jA que apenas quando 0s
poros sao altamente interconectados, estes pac@npetiem equivaler-se (ver Figura 31).

A propriedade de permeabilidade pode também esiimamente ligada as
caracteristicas muitas vezes quimicas que o biomlafmssa ter, que o faz atuar como
membrana permeavel ou semi-permeéavel a certasasglest, nutrientes e células (ai estao
envolvidos os processos de adsorcdo). Agrawal (@080) demonstram isto em seu artigo ao
evidenciarem que, apesar de haver uma diminuicgmudzsidade dos sessaffolds depois
de duas semanas em condi¢des de teste, ndo hotlagiuvala permeabilidade.

Figura 31. (a) poro interconectado e variabilidadale diametro. (b) poro fechado, sem interconeccao.

(a) (b

Fonte: ASTM F2450 — 10 (2010).

De acordo com a referida norma, a avaliacdo daomedance com relacdo a
permeabilidade e a porosidade também pode ser agtipela medida de difusdo de
marcadores bioldgicos através dos arcaboucos patimsé principalmente quando se trata de
hidrogéis. Tanto pequenas moléculas (abaixo de )Ylkipmnto macromoléculas como
proteinas (de 10 a 200 kDa) podem ser utilizadaa pateste. A difusdo de substancias
marcadoras biologicas pode auxiliar na obtencéoumle parametro qualitativo sobre a

porosidade de um material ou a permeabilidadeudol.
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4.4, CARACTERIZACAO DA ESTABILIDADE FiSICA

4.4.1. ANALISES TERMICAS

Os ensaios de Termogravimetria (TGA) dinamica fonaralizados no laboratoério
LAPOL (UFRGS, Porto Alegre, Brasil), utilizando gqugpamento TGA Q50 do fabricante
TA Instruments, sob atmosfera de nitrogénio, nervalo de temperatura de 25°C a 400°C,
com taxa constante de aquecimento de 10°C'miiha por Calorimetria Diferencial de
Varredura,Differential Scanning CalorimetryDSC) também foi realizada no mesmo local,
utilizando o equipamento DSC Q20 do fabricante Tstruments, sob atmosfera de
nitrogénio, em intervalos de temperatura distimasa cada amostra: de -75° até 125°C para
uma amostra contendo apenas agar, e de -75° a IBME -25° a 225°C para a fibra

selecionada, todas sob taxa de aquecimento derhBft

4.4.2. INCHAMENTO

Foi medida a absor¢cdo de agua destilada das asyostra triplicata, utilizando a
metodologia mais utilizada na literatura (SHARMA BL, 2013; VERMA ET AL, 2006;
FARRIS ET AL, 2010), que é a do Percentual ou iadie InchamentdS{velling, conforme
Equacdo 10. Ha outro método de calculo, conforniy@acao 7 (WANG, ET AL, 2011);
porém este ndo é o mais usual, e por isso, naatif@ado na dissertacdo. Na pratica a
diferenca entre as duas é de 100% a mais paraag&mu.

As amostras secas foram primeiramente pesadagpoesderam mergulhadas em agua

destilada a 20°C por periodos registrados paraageen das massas umidas.

(Ws —Wu) / Wu) x 100% Equac&o 7.
Wu/Ws Equacéo 8.

Onde Ws é o valor da massa seca da amostra e Wuamoda massa Umida da
amostra.
E comum que se faca o acompanhamento ao longamtdas pesagens das massas

umidas dos materiais para verificacdo da capacidecéma de absorcao de agua.
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4.5. CARACTERIZACAO QUIMICA

A caracterizagdo quimica foi realizada por infravelho para os dois constituintes e
para a fibra selecionada, conforme citado antegoten Para esta também foi realizada a

analise por EDS.

4.5.1. ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

As andlises de microscopia eletrénica de varredomamicroanalise quimica elementar
por dispersao de Raio-X (EDSERergy Dispersive Spectroscdpgram realizadas no Centro
de Microscopia Eletronica (CME) da UFRGS (Portoghée Brasil), utilizando o microscépio
eletrébnico de varredura (MEV) da marca JEOL, modé®M-5800 adaptado com
espectrometro. A fibra selecionada foi analisadmi-sgiantitativamente, no intuito de

verificar a presenca de elementos toxicos, comaispesados.

4.5.2. INFRAVERMELHO

Foram realizadas as andlises de infravermelho gbf)FTIR das amostras de p6 (de
agar e de alginato, separadamente) e por ATR dastam da fibra selecionada, de acordo
com a disponibilidade dos equipamentos dos labaoat@ APOL (Laboratério de Materiais
Poliméricos), pertencente a Escola de EngenharidlFRGS (Porto Alegre, Brasil), e do
Laboratério Multiusuéario de Analise Térmica (LAMAT)ertencente ao Instituto de Quimica
da UFRGS (Porto Alegre, Brasil), respectivamente.

O espectrofotometro utilizado no LAPOL foi o FTIR&strum 1000 da Perkim Elmer,
na regido de 4.000 a 400 ¢ntom resolucdo de 4chre as amostras foram conformadas em
pastilhas com KBr (1,0%), de acordo com o métoHnquanto que o equipamento utilizado
no LAMAT foi o espectrofotometro Alpha-E da Bruck@om cristal de ZnSe), na faixa de
4000 a 600 cm, com resolucdo de 4¢ta 32 scans.

O objetivo das analises por infravermelho era ifleat grupamentos caracteristicos
dos constituintes dacaffold obtido, e compara-los com o0s espectrogramas de eaghr
alginato de sodio separadamente, com o intuitoddatificar os grupos expressivos como
sulfatos no agar e os grupamentos manurdnicos wégutos dos alginatos, inclusive a
presenca de novos grupamentos no espectrogramantka psignificando a formacéo ou néo

de novas ligagBes quimicas ou apenas a mistia@ntonstituintes.
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4.6. CITOTOXICIDADE

Foram realizadas as analises de citotoxicidadeoomef norma a ISO 10.993-6:2009
utilizando-se tanto o método indireto, quanto @tdirpara as amotras da Tabela 8 e aquelas
da Figura 29, que foram submetidas ao teste deentacéo e tempo de reticulagdo com

cloreto de calcio, inclusive variando a temperatlgaesidratacdo do alcool.

Tabela 8. Amostras testadas quanto a citotoxicidadsom variacdo de concentracdo entre as fibras.

Especificagdo das fibras: Nomenclatura utilizadaara os
testes de citotoxicidade

Fb 2%, 50% ag 50% al, alc 28C, Lav 2% CaCl Agar- Alg (2:50:50) (W)
Fb 2%, 50% ag 50% al, alc 28C, Lav 2% CaCle 2% Tan Agar Alg (2:50:50)- Tan (W)
Fb 1%, 50% ag 50% al, alc 28C, Lav 2% CaGl Agar— Alg (1:50:50)
Fb 2%, 60% ag 40% al, alc 28C, Lav 2% CaCl Agar— Alg (2:60:40)
Fb 1%, 60% ag 40% al, alc 28C, Lav 2% CaCl Agar- Alg (1:60:40)
Fb 2% al, alc 20C, Lav 2% CaGl Alg

O objetivo da anélise das amostras descritas nald &foi verificar a influéncia da
proporgao de alginato sobre a citotoxicidade dasdi formadas, uma vez que possivelmente
o alginato possa ser citotéxico.

O método indireto da analise de citotoxicidade sb@sm manter o biomaterial em
contato com o meio de cultura (DMEM - Meio Eagleddicado por Dulbecco + 20% de
soro fetal bovino), a 37°C, sem agitagdo, por 2@a$qgara depois extrair todo o liquido em
gue o biomaterial ficou imerso, e adiciona-lo alagwivas para o acompanhamento da
citotoxicidade. J& o método direto consiste emianéz as células e o meio de cultura
juntamente com o biomaterial, e incubar por 24la paacompanhamento da citotoxicidade.

Os ensaios foram realizados por pesquisadores watério de Células Tronco e
Engenharia de Tecidos da Universidade Luterana dsilB(Canoas, Brasil), utilizando
células do tipo fibroblastos da linhagem L929 deinus. Para cada tipo de fibra e de método
utiizado foram realizadas as analises de citoidasle em sextuplicatas.
Cada especificacao de fibras foi cortada em tansmamhenores que 0.5 mm x 0.5 mm e
colocadas em placas de cultivo de 96 pocos cohcdldlas por poco (e volume médio de
meio e células de 1Q€.). Duas horas antes de alcancar as 24 horas deag&o das células
com o liquido coletado do método indireto, ou dalsllas e do meio junto ao biomaterial, 0
meio de cultura foi removido e foi adicionado | B0de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

58



2,5-diphenyltetrazolium bromide) (1 mg/mL) pardueas de absorbancia em ultravioleta em
A =570 nm. Os resultados de citotoxicidade forapressos em percentual com relacdo ao
controle negativo (células em contato com DMSOmétiil-sulfoxido), e relacionados com o
controle positivo: células L929 cultivadas sem katenial em meio de cultura DMEM, 20%
soro fetal bovino.

Os fibroblastos foram utilizados, pois sdo céluliesivadas do tecido conjuntivo,
grandes, jovens, muito resistentes, e que se rdiip rapidamente (MONTANARI, T.,

2015) por isso, geralmente sdo utilizadas pam@iowiros testem vitro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS E MICROESTRUTURAIS

Conforme o fluxograma de Obtencdo e Caracteriz@€@mra 21), a primeira analise
realizada, conforme as fibras iam sendo obtidas,afanéalise por MEV. Através da
microscopia eletronica de varredura, ou mesmo aguvezes utilizando-se do microscépio
Optico e da fotografia digital, foi possivel peregbinclusive algumas vezes a olho nu, quais
fibras apresentaram condi¢des minimas de sererotearadas em outros testes, visando sua
utilizagdo comoscaffold em placas de cultivo celular. Conforme as fibrasarh sendo
produzidas e liofilizadas, aquelas que se apresenténtegras apos a liofilizacdo, e com
caracteristicas visivelmente fibrosas e minimam#exéveis ao toque, foram encaminhadas a
outras analises. Contudo, aquelas fibras que nd@@rti visivelmente as caracteristicas
minimas para que pudessem ser cortadas soaftoldspara semeadura em placas de cultura,
apresentando-se quebradicas, particuladas e sastarésticas absorventes quando colocadas
em agua destilada, foram descartadas.

Como pode ser visto na Figura 32, as fibras formage&nas a partir da solugdo aquosa
de alginato de sédio entrelacam-se facilmente, dodo um tecido fibroso, resistente e

possivelmente muito permeavel e visivelmente mpit@so.

Figura 32. A) Micrografia obtida por MEV fibras obt idas através porjet-spinninga partir de solucéo(aq)
de alginato de sodio a 2%; B; Imagem fotogréfica dafibras de alginato de sédio 2%.

¥

Em contrapartida, utilizando-se apenas agar na osiggo das fibras, percebe-se que
ndo h& possibilidade alguma de formacdo das meg¢weasFigura 33) nas condicbes de
processamento estudadas, inclusive quando aumeatada concentracdo na solucédo (ver
Figura 34). Também nao foi detectada a formacafbdes, utilizando-se baixas propor¢cées
de alginato: 10% e 20% na mistura. Para 10% deattyiforam obtidas microparticulas sem

formato especifico com tamanho aproximado entreel®00 microns, independentemente de
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aumentada a concentragdo da mistura. E para 20%®lgdeato na composicdo houve a
formacao de um aglomerado de microparticulas, \8pécdée de placa, sem formacéo fibrosa,
como pode ser observado na Figura 38.

Figura 33. Imagem fotografica das particulas de agaem vidro-reldgio, formadas porjet-spinning de
solucdo(aq) a 2% e liofilizadas.

Fas

Figura 34. A) Micrografia obtida por MEV das particulas formadas porjet-spinning de solug¢édo(aq) a 4%
de agar; B) Imagem fotografica das particulas de nsgna composicéo de A).

Figura 35A) Micrografia obtida por MEV de particula s formadas porjet-spinning de solucdo(aq) 1%,
10% al e 90% ag. B) Micrografia ampliada do detalhede um agregado de particulas.
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Figura 36. A) Micrografia obtida por MEV de aglomerado de particulas formadas pojet-spinning de
solucéo(aq) a 2%, 10% al e 90% ag. B) Micrografiampliada da imae;m de A).

Figura 37. Imagem fotografica de aglomerado de paitulas obtido porjet-spinningda solugdo(aq) a 4%,
10% al e 90% ag.

Figura 38. Imagem fotografica de algomerado de paitulas bem compactado obtido poijet-spinningda
solucao(aq) a 2%, 80% ag, 20% al.
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Somente foi observada a formacdo de estrutura sBbromacroscopicamente e
microscopicamente para as concentracoes estudaoaa de 40% de alginato na blenda
(Figura 39 e Figura 40).

Figura 39. Imagens fotogréficas das fibras obtidagor jet-spinningda solucéo (aq) a A) 2%, 40% al -
60% ag; B) 2%, 60% al - 40% ag.

Figura 40. Micrografias obtidas por MEV de fibras formadas porjet-spinninga partir das solucées (aq) a
Ae B) 2%, 40% al - 60% ag; e a C e D) 2%, 60% al40% ag.
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Pouca diferenca visual pode ser percebida entireagens obtidas por MEV das fibras
obtidas nas proporcdes: 60% al - 40% ag e 409%6@%6 ag. Entretanto, pode-se dizer que as

fibras com maior quantidade de alginato de sodicegem menos planas do que as outras, e
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mais rugosas. As fibras obtidas por Xu et al. (20{Bigura 41) compostas por
gelatina/alginato/fibrinogénio (2:1:1), parecem-geanto a rugosidade as obtidas neste
trabalho.

Figura 41. Micrografias obtidas por MEV de fibras de gelatina, alginato e fibrinogénio (2:1:1) obtidapor
iacad

As fibras obtidas com proporcéao de 50% al e 50%nagpendente da concentracdo da
solugéo aquosa, apresentaram mais quantidadeeresekstruturas fibrosas, do que aquelas
fibras obtidas com diferentes proporcdes entre &galginato (Figura 40). Parece que a
proporcao de 50% al e 50% ag existem menos esruplanas junto as fibras, sendo mais
fibras.

Contudo, ao comparar através de micrografia e fafiagas formacdes das fibras entre
as concentracdes das solu¢des aquosas para a pregogdo de agar e alginato (conforme
Figura 42) torna-se mais dificil a diferenciacadreerestas estruturas apenas por imagem.
Assim, cabe ressaltar que as fibras obtidas a&o{aq) a 1% mostraram-se menos resistentes
ao rompimento (ao tracionar o “tecido” fiboroso camiméos) do que as fibras obtidas a 2 e a
4%. Entretanto, esta diferenca ao rompimento né@@dacebida entre as fibras obtidas a
solucéo a 2% e a 4%. Assim sendo, no sentido d& si@berminada resisténcia doaffolde
manter uma estrutura fibrosa reconhecivel ao MEWhagendo necessidade quanto a
economia de recursos, optou-se por utilizar parsegglintes testes de caracterizagdo do
scaffold as fibras a 2%, 50% al — 50% ag. O detalhe ddiagdp da imagem obtida por
microscopia eletrbnica de varredura na Figura 4B pssta composicdo demonstra a
existéncia de fibras como estruturasgaffold.
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Figura 42. A, C, E) Imagens fotograficas e B, D, Rflicrografias obtidas por MEV das fibras obtidas pa
jet-spinning das solugbes(aqg) a 1% (A e B), 2% (C e D) e 4% éF), de propor¢éo: 50% alginato - 50%
agar.

2200 SEEm
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5% agar-50% alg

inato: A) Ampliacédo de 3.000X, B) Apliacao de 12.000X.

igky

Figura 43. Micrografias obtidas por MEV de fibras dbtidas por jet-spinning a partir da solucdo(aq) a 2,

Todas as fibras caracterizadas por MEV tiverancuktcdo com cloreto de calcio a 2%;

contudo, algumas amostras também foram postas statcacom a solucdo de tanino a 2%.

O tanino mostrou ser uma substancia facilmenteraiosonas fibras, conferindo cor e certa
suavidade ao toque do tecido fibroso depois d#iziafio; entretando, pouca diferenca visual

(e também por microscopia eletronica de varredioig)ercebida quanto ao entrelacamento

das fibras (Figura 44 e Figura 45).

Figura 44. Fb 2%, 50% ag - 50% al, gelificadas emosugdo aquosa de cloreto de calcio 2%. A) sem
reticulador tanino. B) com reticulador tanino 2%, 40°C.
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Figura 45. Micrografia obtida por MEV de fibra obti da por jet-spinningformada por solugédo(aq) a 2%,

50% al- 50% ag, e com reticulacdo adicional de tano (aq) a 2%.
Fis 0 K1 B Qo

5.1.1. DENSIDADE REAL DO AGAR

Os parametros medidos estao relacionados na Taeten como a média e o desvio

padréo entre as medidas da densidade real obtidfarme Equacéo 1.

Tabela 9. Massas de picndmetros para medida de déede.

W (9) Wa (g) Was (g) Ws (g) Calculo da densidade real
13 15.9715 35.9947 34.6467 1.8259
13.0042 16.3722 36.1233 34.5822 1.8436
12.9982 16.3709 36.1356 34.5974 1.8385
media 1.8360
desvio padréo 0.0091

Como os valores sdo em relag&o ao alcool etiliéo, 98ultiplicou-se pela massa
especifica do alcool etilico 99% (20°C) para okderta densidade apenas do agar.

pac=1,8360 * 0,79 g/mL = 1,4504 g/cm3

O valor obtido de 1,508g/cm3 aproxima-se de valaegiensidade real de fibras de
vegetais, como por exemplo, a polpa da fibra dohbbaBambusa vulgaris): 1,506g/cm3
(JUNIOR, MARIO GUIMARAES ET AL., 2013).
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5.1.2. DENSIDADE REAL DO ALGINATO DE SODIO

Os parametros medidos estao relacionados na THbeb@m como a média e o desvio
padrédo entre as medidas da densidade real obtidfnrme Equacéo 7.

Tabela 10. Massas de picndmetros para medir denside.

W (9) Wa (g) Was (g) Ws (9) Calculo da densidade real
13.0127 17.8446 37.062 34.6087 2.0314
12.9899 19.7356 38.0268 34.6106 2.0260
12.9914 19.9509 38.1249 34.6098 2.0205

média 2.0260
desvio padrao 0.0054

Da mesma forma que para o 4gar, como os valoremnsdelacdo ao alcool etilico
99%, multiplicou-se a densidade obtida pela masgacéfica do alcool etilico 99% (20°C)
para obtencdo da densidade apenas do alginatalide s

paL=2,0260 * 0,79 g/mL = 1,6005 g/cm3.

O Valor obtido de densidade real também aproximaesealor do agar e de fibras
naturais.

5.1.3. DENSIDADE APARENTE DAS FIBRAS

Na Figura 46 estéo ilustrados os valores de dessidparente (volumétrica) das fibras
obtidas a 2%, 50% agar - 50% alginato, produzidasrés bateladas de fabricacéo (1, 2 e 3),

conforme o molde circular da Figura 27.

Figura 46. Densidade aparente das Fb 2%, 50% ag- %0alg em trés bateladas (1, 2 e 3).
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Tabela 11. Pardmetros calculados das densidades apates para as bateladas 1, 2 e 3.

medidas: 1 2 3
Média (g/cm?) 0.2070 0.1976 0.1255
Desvio (g/cm3) 0.0425 0.0232 0.0155
Minimo (g/cm?) 0.1475 0.1585 0.1083

Maximo g/cm?) 0.2908 0.2382 0.1597

Os pontos que extrapolaram os desvios para caga (autliers’) foram marcados em

vermelho na Figura 47, de acordo com o calculodéssios padrao para cada grupo.

Figura 47. Densidade aparente das Fb 2%, 50% ag- %0al em trés bateladas (1, 2 e 3), identificando os

outliers.
0.350 1
0.300 -
3 A
0.250 - . ¥ FA S
’ N /:’ a \\ N / \
[} N \ 4 1
—~ 0.200 - NN AN - 0
) PP D ' ’.._._..--—' ~<.
s % e e
5 0.150 A
© Aoy
B S LY
0.100 -
0.050 -
bateladas de confecgdo de fibras
a1 PR w3 % outliers

Percebe-se que a Unica batelada que apresentouesatensidades para todas as
amostras foi a do grupo 1. Analisando os resultadwgicou-se que € devido a menor
espessura das amostras com relacdo as demais.jad)a $erma de prensagem durante o
processo de obtencéo das fibras poderia ser otimida forma a garantir que as espessuras

das amostras ndo variassem muito entre si.

Contudo, conforme o procedimento, as fibras podemtlassificadas em certa faixa de
densidades, de 0.110 a 0.250 g/cms3, consideranatoedas bateladas, a menor média e seu

respectivo desvio e a maior média e seu respedsvio.
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5.1.4. POROSIDADE

De acordo com a Figura 28, foram medidas as padegl das fibras de mesma
composicao, na forma tecido, para diferentes veisade processamento (temperatura de
aquecimento da solucao, de injecdo e temperatudécdol de desidratacao).

De forma a comparar os resultados obtidos entre dustodologias (Arquimedes e
ASTM), inclusive comparando medidas de porosidadendesmas amostras apos liofilizacao,

os resultados foram relacionados na Figura 48eeafse as medias das duplicatas.

Figura 48. Valores de porosidade para amostras FI?&, 50% ag — 50% al para diferentes variaveis de
fabricacdo, comparando as metodologias de analise gorosidade por Arquimedes e pela ASTM
(“porosidade volumétrica”).
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Uma das hipéteses para maiores porosidades olpiidasrquimedes pode ser devido a
hidratacédo das fibras, uma vez que o &lcool utibzera uma solucéo aquosa a 5%. Por conter
agua em solucdo, mesmo que minimamente, 0s vglotesn estar superestimados, ja que a
agua pode ter permeado para dentro da estrutunadcigel aumentando a massa durante os
experimentos As Unicas amostras que tiveram graddesencas na segunda medida de
porosidade por Arquimedes foram as de especificB 260 1:1 aq 80°C ij 40°C em &lcool a
10°C. Nao foi encontrada justificativa para o odarruma vez que praticamente as outras

amostras mantiveram certa repetitibilidade, conéoFigura 49.

70



Figura 49. Porosidades das fibras em forma tecidoop Arquimedes.
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Figura 50. Porosidade volumétrica das fibras em fona de tecido.
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Na andlise dos resultados de porosidade voluméhiceebe-se que as amostras de

maior variabilidade foram as aquecidas até apeds 6 injetadas a 50°C. As amostras que

apresentaram menor porosidade volumétrica forarelasjuapenas fabricadas com alginato,

enquanto que aquelas que apresentaram as maiomesdpdes foram as amostras 2% 1:1

(50% ag — 50% al), quando aquecidas até 80°C &adlgie a 40°C, em alcool resfriado.

Percebe-se que os resultados para esta compogigéant mais proximos entre si nas duas

metodologias de porosidade empregadas, resultamdmce minimo 80% de porosidade.
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Assim, definiram-se os parametros de processo: dmtyra de aguecimento até 80°C,
temperatura de injecdo de 40°C e alcool resfriatief@.

Estudos demonstram quscaffolds devem exibir grandes valores de porosidade
(AGRAWAL ET AL., 2006), no minimo 90% para que prienciem grande &rea superficial
para as interacdes entre as células e o biomat@éah de adequarem a difusdo de nutrientes
e residuos nas culturas vitro (FREED, L.E. ET AL, 1994). Entretanto, mesrscaffolds
com menores porosidades, cerca de 81%, puderaseapre bons resultados em culturas de
condrdcitos, conforme Barry et al (2004) apud Agbwt al (2006). Esta evidéncia é
reiterada nos estudos de Verma et al (2006), emequassivel concluir que mesmo que o
scaffoldapresente um meio permeavel aos fluidos e nutggateseja com bom parametro de
porosidade e permeabilidade, € necessario queaeg@&ta rugosidade na estrutura do

biomaterial, a fim de aderir as células a estrutura

Os resultados da Figura 51 mostram o impacto dadrtura do alcool, bem como a
concentracdo e o tempo de lavagem no cloreto d@ecébbre as porosidades das fibras de
forma tecido, em triplicatas, produzidas a 2%, %6 50% al, aq 80° ij 40°C.

Figura 51. Comparacéo entre valores de porosidadeopArquimedes, para Fb 2%, 50% al - 50% ag,
desidratadas com alcool a temperatura de 1° ou 19@eticuladas com cloreto de célcio a 1% ou a 2%,qp
2 ou por 10 minutos.
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A temperatura do alcool em nada parece ter infiadoca porosidade das fibras.
Entretanto, no que se refere a reticulacao conetdate célcio, percebe-se que, quanto maior
€ o tempo de contato com a solugcdo menores sdaloseey de porosidade das fibras.

Possivelmente isto é devido ao tempo necessareoquar os ions calcio difundam através da
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rede da blenda, a fim de empacotar as cadeiagohatal na conformagao “caixa de ovo”. A
concentracdo dos ions célcio influenciara o empacento das cadeias e consequentemente a
disponibilidade de espacos que influenciard o geaporosidade e a permeabilidade entre as
fibras. Quanto maior a quantidade de ions calcisohacdo, maior sera 0 empacotamento das
cadeias de alginato, e menores serdo 0s espagesasmhesmas que repercutem em menores
porosidades. E quanto menor a quantidade de catispsniveis em solugcédo (1% CaCl
mais tempo sera necessario para que ocorra aalifunsd a rede da blenda e a reticulacao.
Através deste experimento conclui-se que € possiwarolar a porosidade da fibra

através do uso do reticulante.

5.2. ESTABILIDADE FiSICA

5.2.1 INCHAMENTO

Na Figura 52 seguem os valores obtidos para astewomm forma de tecido com
diferentes variaveis de processamento em relacapacidade de absorcéo de agua destilada
a 20°C, conforme caracterizacdo (Figura 28). Asagess das amostras Umidas foram
realizadas a cada 30 minutos, durante 1 hora; dontas trés oportunidades verificou-se que
praticamente o valor de inchamento variou muitocpopara cada amostra. A partir disso,

supde-se que o material € altamente hidrofilicespande imediatamente ao meio aquoso.

Figura 52. Valores de inchamento das fibras tecidocom diferentes variaveis de processamento.
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Para as trés especificacdes das fibras 2% 1:1 @§% 50% al), que tiveram suas

solugcbes aquecidas até 80°C na etapa de processadiaanfibras, percebem-se valores de
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inchamento maiores do que 700%, independentemeatdemhperatura de injecédo ou
temperatura do alcool nestes casos. Comparadas especificacdo de fibra-gel que contém
apenas alginato, pode-se dizer que a proporcagateéafundamental para capacidade de

inchamento do biomaterial.

A especificacdo da fibra que atingiu maiores valade inchamento foi justamente
aquela aquecida a 80°C e injetada a 40°C. Confasnautores Prasad et al (2007) e
Labropoulus et al (2002) os géis de agar ordenasuas cadeias poliméricas, a partir do
resfriamento da solucdo de 80°C até abaixo de 4¥Cformas helicoidais e géis muito
resistentes. Quanto mais helicoidal for a confodonagas moléculas de agar, maior sera a
capacidade de difusdo das moléculas de agua pate dkessas estruturas, aumentando a
capacidade de absor¢cdo destes géis.

Figura 53. Amostra em formato tecido em teste de¢hamento.

Quanto ao teste de reticulante (cloreto de célog)esultados de inchamento (Figura
54) demonstram que praticamente ndo houve aumersideravel da capacidade de
inchamento com o aumento do tempo de contato ceolugédo reticulante. Isto nos leva a
crer que principalmente a proporcdo de agar nadbhled que eleva a capacidade de
inchamento da fibra-gel.

Figura 54. Comparacdes entre valores de inchameném longo do tempo.
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Percebe-se que dependendo do grau de inchamep&rdede resisténcia e forma do
scaffold com o passar do tempo, possivelmente devido acammécimento das forcas
atrativas entre as moléculas, em um meio mais aquds parametro que possivelmente
possa auxiliar no entendimento do mecanismo dadaatrativas seja a medida de pH durante
os testes de inchamento, uma vez que, confornapciiateriormente, os géis de agar tornam-
se fracos em pHs abaixo de 6; enquanto, que oslgéidginato tornam-se mais resistentes

em pHs mais acidos.

Contudo os valores de inchamento ficaram de certad, préximos aos encontrados na
literatura. Foram encontrados valores de inchameatordem de até 1.200% pa@affolds
de alginato a 2,5% e metilcelulose a 2%, reticuidaclom fosfato dissédico 0,2M, para um
tempo de reticulacdo de 3 horas (LIANG ET AL, 20049 estudo, a utilizag&do do ion fosfato
criou um efeito de repulsdo aos ions carboxili@®strutura do alginato, havendo assim o

inchamento da estrutura do compadsito depois deltergpo de contato.

Verma et al (2006) produzecaffoldsde agar e gelatina (3:1) a 1% em PBBogphate
buffer saline- tampé&o salino de fosfato), que apresentaranmraslde inchamento de até

4.500% apos 1 hora nesta solucdo tampéo.

A diferenca dos valores mais altos de inchamenta @& espécies com agar se deve ao
fato que os grupos hidroxila da agua penetram sisteras helicoidais dos géis de agar e
formam pontes de hidrogénio intra- e intermoleadar(ARNOTT ET AL, 1974;
GABRIELSON & EDIRISINGHE, 1996 APUD LABROPOULUS ETAL, 2002). O
inchamento dos géis se da devido a hidrofiliciddolégar, diferentemente do caso citado de
Liang et al (2004), em que a utilizacdo de fosfadoreticulacdo dos alginatos, fazia agir

forcas ibnicas de repulsédo, e consequentementehamento.

5.2.2. TERMOANALISES

Os resultados para todas as amostras analisadesmpogravimetria estao ilustrados na
Figura 55. Os testes seguiram até 400°C devido axecer do técnico operador do

equipamento.
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Figura 55. TGA dos constituintes agar e alginato das fibras 2%, 50% ag- 50% al (1:1).
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Percebe-se que para a amostra de fibra, a curparda de massa é muito mais suave
do que as curvas das amostras dos constituintes @alginato de sédio), ndo sendo
evidenciado um patamar a certa faixa de temperagnnague a massa torna-se constante e
abruptadamente caia. Isto pode estar relacionadesanca de hidroxilas (agua de ligacéo) na
composicao das fibras-gel. Conforme aumenta a textysa, ocorre a liberacdo e quebra das

moléculas de agua e polissacaridicas gradativamente

Na Figura 56 foi obtida a derivada da Figura 58made determinar as temperaturas
referentes aos patamares e as mudancas de inolidags&urvas.

Figura 56. Derivada das curvas de TGA apresentadasm Figura 55.
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De maneira geral todas as curvas tiveram a prinmeirdanca de declividade em torno
de 75°C, exceto para o agar, que ocorreu espeauiicte em torno de 85°C. Nesta faixa de
temperaturas, as moléculas adquirem certa mobdidacestado fundido. E estes resultados ja
demonstram que scaffoldconsegue suportar temperaturas bem maiores dotqugaratura
corporal em estado febril (~40°C); e portanto, pede utilizado para a aplicacdo que se
estuda na dissertagao.

De acordo com o estudo de Prasad et al (2007) petamara de fusdo do agar foi
encontrada na faixa entre 79° e 87°C e a reduc&éd80% da sua massa foi encontrada
entre 90° e 110°C. Estes valores de degradacamieados por Prasad encontram-se muito
proximos daqueles encontrados por outro autor aipea ele, entre 120 e 130°C (KRUSADI
IS. ERVADI). Porém analisando os resultados obtidoso para o &gar como para o alginato,
percebe-se que o0s Ultimos estagios de degradacam fimais intensos, e ocorreram em

temperaturas muito acima de 110° ou mesmo 130°Gejauacima de 200°C.

A agarose, por exemplo, fase purificada do agar e@ior poder gelificante, atinge a
fusdo acima das temperaturas de 90 e 95°C (ROCHAISABAYE, 1988), quando as
estruturas D-galactose e 3,6-anidro-L-galactosedtiaisilizam-se. Assim, pode-se supor que
quao mais préximas as temperaturas de fusédo foeedd L, maiores serdo as propor¢cdes de
agarose, em relagdo a agaropectina no agar, coaratmpara géis mais resistentes.

Suzuki et al (2001) comparou o efeito do peso nubdeade diferentes tipos de agar,
com diferentes conteidos de 3,6-anidro-L-galactesdfatos e acido urico, sobre as
caracteristicas das solugcbes e dos géis formaduertm delas. O autor percebeu que a
temperatura de fusdo aumenta com o peso molecolauo(é de se supor) e pode chegar para
a grande maioria dos agares até 95°C. Esta cog@tatambém pode ser observada nos

resultados obtidos.

A perda de massa substancial das amostras analiseol@e em torno de 236° C e 270°
C para o alginato de sddio, 277° para o agar, ripmde 290°C para a fibra estudada. A
partir das curvas, entende-se que 0 processo daddego é exotérmico e o acompanhamento
das temperaturas de degradacéo se deu até a @Enoissde menos de 50% da massa inicial
dos seus constituintes. Observa-se que as curvagatoe do alginato, que ocorreram apos
200°C, nao se sobrepdem, e demonstram que o algiagtada-se antes do agar. Contudo, a
curva da fibra constituida pelos dois polisscasdgmesentou a atenuagcédo das bandas de seus
constituintes, e um dnico pico, que inicia a apr@adamente 250°C (inicio do pico do
alginato) e termina em aproximadamente 350°C (fntutva do agar, com deslocamento da
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linha de base). Isso pode demonstrar que a blemdeaéla na fibra esta bem homogenea de
forma que néo é possivel evidenciar 0s picos de @astituintes separadamente.

Milena Segato (2007) estudou analises térmicasfdeedtes sais de alginato, e para 0s
sais de célcio, observou os seguintes processositeovalos de temperaturas: desidratacao
(perda de 7% em massa) entre 22,31° a 171,97°@mpesicdo (perda de 55,20% em
massa) entre 172,97° a 694,17°C, e por fim o res@@dubonizado (perda de 37,53% em
massa) a 694,17°C. Ha que se salientar que ddaacom os residuais de calcio e sddio dos
alginatos diferentes processos de degradacao mooevéer por intervalo de temperatura.

Assim sendo, percebe-se que os resultados obfdgsasciais, ja que acima de 400°C,
pelo menos para os alginatos, ha a ocorrénciagradkecao até obtencéo do carbonizado.

Santana et al (2010) detectaram dois estagiosgtadbedo para o agar utilizado para a
blenda entre polietileno e agar, entre 40° e 13@°htre 265 e 340°C, sendo este ultimo
referente a degradacdo das unidades de galactsi®s. fesultados também se aproximam

daqueles obtidos por esta dissertacéo.

Os resultados de DSC nao foram realizados em saigdémle, como se pode perceber
na Figura 57. Contudo, percebe-se que 0 seguntiodecaquecimento do agar apresentaria
uma banda bem acima da temperatura de 200°C, jaogégar apresenta histerese
(LABROPOULUS ET AL, 2001; MOHAMMED ET AL, 19982, APD LABROPOULUS
ET AL, 2002), ou seja, modifica suas propriedadescbrdo com o ciclo de aguecimento e
resfriamento.

Figura 57. DSC do agar.
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Assim, um dos desafios em se utilizar o agar énoilio e o controle sobre as variaveis
de processamento, como taxas de resfriamento, iatprdo e temperaturas de equilibrio (ou
“cura”), ja que também as propriedades elasticagvgiduladas por estas variaveis, ou seja,
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por toda histdria térmica das moléculas no geld8easste um polimero termorreversivel, e
que apresenta modificagcdo de sua microestruturaagdo de ciclos de aquecimento, 0s
parametros de processamento acabam sendo impigs@nde controle para a obtencéo
reprodutivel das fibras-gel obtidas a partir dele.

E aceito para os polissacarideos termorreversiveisdelo “Ziper” de agregacgéo entre
as moléculas, em gue se supdem regides cristafinpertadas pelas estruturas helicoidais e
suas terminacodes, e regides amorfas, praticamehiglais (REES, 19692 APUD DEA ET
AL, 1972; NISHINARI ET AL, 1990 APUD SUZUKI ET AL2001). As terminacdes das
estruturas helicoidais podem estar envolvidas murale da textura bioldgica dos tecidos
(LAWSON & REES, 1970 APUD DEA ET AL, 1972). Assimppde-se supor que acima de
120°C ocorrem a desagregacdo das estruturas delgohavendo apenas a degradacdo das

moléculas acima desta temperatura conforme resslide TGA.

Da mesma forma o resultado de DSC da fibra de égéginato apresentou uma banda
em 121°C conforme Figura 58, muito préxima da basm@ontrada no DSC do agar (Figura
57).

Figura 58. DSC da fibra obtida por solucéo (aq) a%, 50% agar - 50% alginato.
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5.3. CARACTERIZACAO QUIMICA

5.3.1. EDS

As fibras 2%, 50% ag - 50% al foram analisadas DS, de forma a procurar
identificar os principais elementos constituintesm como elementos tdxicos possivelmente

presentes.
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Na Figura 59 procurou-se analisar a diferenca exstigartes lisa e mais rugosa da fibra,
identificadas nos pontos: pt(1), quadrado azug pt(R), ponto laranja.

Figura 59. Analise EDS, 10 kV, 270 x, na area liptl) e na area fibrosa (pt2) da fibra.
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Tabela 12. Quantifica¢@o dos elementos por EDS deado com a Figura 64.
Compound %

C 0 Na hY K Ca
1(3) pti 99.89 0.11
1(3) pr2 78.55 1.69 8.33 4.15 1.86 5.42

Percebe-se que na area mais rugosa da fibra faemtificados outros elementos, que
ndo somente o carbono (C), principal componente cd@eias polissacaridicas. Pode-se
inferir que a fibra ndo foi totalmente reticulagague a presenca do sédio (Na) esta em maior
quantidade do que a do calcio (Ca), conforme Tabglaindicando baixa reticulacdo das
cadeias de alginato de sodio nas fibras. Nessédseathipotese parece fazer sentido no
momento em que se observam mais areas planasisigied fibra do que areas agregadas,
de formacéo lamelar e fibrosa, que indiguem apragéo das moléculas, reticulacdo e
formacéao das fibras.

Foi testada a analise de cadmio nas amostras,ej&ste elemento pode ser um dos
constituintes toxicos dos alginatos, conforme Braigal (2007). Entretanto, a analise ndo foi

quantificavel, conforme Tabela 13.
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Figura 60. Teste de identificacdo do elemento cadon{Cd) nas amostras da Figura 64.
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Tabela 13. Quantificacdo dos elementos por EDS deado com a Figura 64.
Compound %
C 0 Na Y K Ca Cd

1(3) pr2  78.55 1.69 8.33 4,15 1.86 5.42 0.00

Para as superficies mais cilindricas, em que sergdrm as fibras, também foram

analisados outros elementos, conforme Figura 61.

Figura 61. Analise EDS, 10 kV, 1.100x, na amostréfosa.
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Tabela 14. Quantificacéo dos elementos por EDS camie Figura 66.
Compound %
c o Na P S K Ca
2(1) pt1  20.86 3.80 2.77 7.51 65.06
2(1) pr2  74.72 2.75 5.47 0.40 2.12 0.47 14.07

A hipotese de que quanto mais bem formada a fibeagr € a reticulacdo do alginato
de sodio parece ser verdadeira, uma vez que aifipeg#io de Ca para esta analise € maior
do que a de sdAdio, e se observam as estruturasdibmais cilindricas. Outro elemento
sempre detectado € o sulfato (S), presente nasenggtrdes das moléculas de agar, que
confere ainda mais hidrofilicidade a fibra.

Na amostra da Figura 62 se observam possivelmentgiicios de cloreto de calcio,
talvez ndo dissolvidos, uma vez que o pico do c{@® é bem intenso, bem como a sua

quantificacdo na Tabela 15.

Figura 62. Analise EDS, 10 kV, 2.000x, em particuttb sobre a amostra.
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Tabela 15. Quantificagédo dos elementos encontradne ponto pt(1) e no ponto pt(2) da Figura 67.
Compound %

C o Na Cl Ca

3(3) ptl 55.44 1.18 0.61 19.42 23.35

Com o intuito de verificar se havia alguma contagéo por zinco (Zn) foi realizada a
analise para este elemento e percebeu-se que némridicativamente quantificavel pela

analise, conforme Tabela 16.
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Tabela 16. Quantificacdo dos elementos no ponto B)( principalmente com intuito de verificar
contaminagfes com zinco.

Compound %
C 0 Na P ) Ci Ca Zn I

3(3) pr2 5733 1.19 0.58 18.44 2245 0.00

Em suma, ndo foram identificados elementos estsa@os constituintes da fibra, e
através da analise das imagens e da quantificagéoel@mentos pode-se supor sobre a
efetividade das reticulacbes dos geéis e consequenteacdo de uma estrutura porosa e

fibrosa.

5.3.2. INFRAVERMELHO

Os picos identificados na Figura 63 e na Figuraaal caracteristicos dos constituintes
estudados, conforme Sartori et al (1997), MilenaSEgato (2007), Odbnez et al (2011),
Babak (2012) e Guerrero (2014).

Para os dois polissacarideos, inclusive para a,fibrfaixa de bandas entre 3400 e
1.400cnt* sdo muito semelhantes, distinguindo-se principateea faixa de comprimentos
de onda, de 1.400 a 400 ¢m

A presenca da banda em torno de 3.420 cm-! é edsiita dos grupamentos
hidroxilas de suas moléculas, além de também ¢oimsts acréscimos de umidade das
amostras.

As bandas em 2.929¢h (Figura 63) e em 2.937¢h (Figura 64) sdo referentes ao
estiramento assimétrico dos grupamentos ;-€bhforme Smith (1998), Coimbra et al (1998)
e Synytsya et al (2010) apud Ordonez et al (203&yundo Patel et al (1999) apud Leticia
Vasconcellos (2012) e Guerrero (2014), estes aloegtos de C-H alifatico, e aqueles
referentes as ligagdes C-O, com alongamentos eno e 1035 e 1038 ¢l sdo bem
caracteristicos de polissacarideos em geral.

Milena Segato realizou estudos termoanaliticos itkrethtes sais do acido alginico,
inclusive o préprio. As principais bandas iden#flas no estudo referente ao alginato de
sédio foram as seguintes: 3.413,4; 2.931,3; 1.612413,6; 1.303,6; 1.091,5 e 1.031,7, que
sdo muito proximas das encontradas nesta dissertaca

Ja as bandas presentes nos dois espectrogramadodogonstituintes das fibras
(inclusive no espectrograma da fibra - Figura @8), 2.138cnt e em 2.148cih, ndo sdo

caracteristicas dos polissacarideos estudadosprommfliteratura, e podem ser referentes a
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ligac@es triplas entre carbono e hidrogénio, assquéo fazem parte das moléculas estudadas
havendo a necessidade de maiores esclarecimentos

As bandas visualizadas no alginato de sédio em1l1@&t' e em 1.415 cih
correspondem as vibragcdes, assimétrica e simétias, grupos COD respectivamente
conforme Sartori et al (1997). A mesma semelhantga& estas bandas, na Figura 63, pode ser
percebida para o agar, correspondentes a 1.62@cen1.425c. A diferenca de somente
10cm- pode significar a mesma medida na pratica, nadiotéa do equipamento. Contudo ha
que se salientar que, segundo Guerrero (2014),abarth 1.607cth bem proximas a

1.611cm do alginato de sédio, podem indicar a presencproeinas, e consequentemente
possivel toxicidade a cultivos celulares (DUSSEALET AL, 2005).

Figura 63. Espectrograma de infravermelho do algin de sédio (Sigma-Aldrich)
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Figura 64. Espectrograma de infravermelho do agar\etec).
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Corroborando para a identificacdo dos residuosado®s carboxilicos, principalmente
quanto a molécula de alginato de sédio, a ideagfo das vibracdes entre 1440 e 1395,
segundo Smith (1998), podem corresponder as viesagé grupos—OH no plano de ligagéo
dos acidos carboxilicos ou dos carboxilatos. Conéolidentificado por Milena Segatto
(2007), a banda referente a ligacdo dos acido®xgidns (C=0 e C-O) do acido alginico,
por exemplo, esta presente em torno de 1.737,8 Quando ha a salificacdo do acido, esta
banda desaparece e intensificam-se outras duasmaisaintensa entre 1600 e 1620¢m
referente & deformacdo axial assimétrica da liga®d®, e outra em torno de 1400 tm
referente a deformacédo axial simétrica da liga¢d®. @ Figura 65 ilustra as bandas do acido

alginico, principalmente no que se refere a bamdd &37,7 cri, correspondentes a acidos
carboxilicos ndo salificados.

Figura 65. Espectrograma de IV do acido alginico.
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Fonte: Milena Segatto — USP (2007)
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Em torno de 1300 cih tanto para o 4gar quanto para o alginato de sédidicam-se
alongamentos, que conforme Milena Segatto (20@f)espondem a deformagdes angulares
no plano do grupo OH. Conforme Guerrero (2014)amaagar as bandas em torno de 1.370,
1.243 e 1.149 cth indicam vibracées sulfato e éster-sulfato. Naeespgrama do agar e das
fibras, é possivel identificar alongamentos em 3,.37258 e 1.149cthe em 1.371, 1.257 e
1.149 cnt, respectivamente, indicando estas vibracdes,ctoagilmente encontradas em
moléculas de agar (IZUMI, 1973; ROCHAS & LAHAYE, 88, BABAK, 2012).

Dependendo do tipo e da origem da alga sabe-salguenas bandas podem sofrer
pequenas modificacbes conforme estudo de OrdoredZ2011). Este fato corrobora para os
resultados de Sartori et al (1997), que evidenalgumas diferencas de intensidade entre as
bandas de alginato de sodio, que poderiam indifaredcas quanto a quantidade de blocos
gulurdnicos (G) ou manuranicos (M), entre as baridd80cm e 820crt, principalmente
entre 1030 e 1080cfpara G e 808 e 787¢tpara M; contudo, nos casos por ele estudados,
nenhuma diferenga significativa entre intensidagdiedandas foi indicada como fungéo de
diferentes pesos moleculares.

Odoénez et al (2011) indica que as bandas entree 9D cnit sdo bem caracteristicas

de polissacarideos, principalmente em se trataaddghs marrons.

Figura 66. Comparacao entre os espectrogramas dadfa para a concentracdo 2% e proporcao entre agar
e alginato de sédio; 50%-50%, e de seus constitugs.
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Figura 67. Detalhe do espectrograma a partir de 2@&m-1.
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Apesar da observacdo de Senturk et al. (2010) depgra blendas que tem polimeros
naturais, € comumente encontrada a divisdo em lwaredas da banda referente aos grupos
hidroxilas,em torno de 3.400 €macredita-se que ocorreu uma mistura homogénea esit
constituintes que formam a fibra, ou seja uma ldepdlimérica. Na Figura 68 ha um
comparativo entre relatos e faixas de bandas eracta# na literatura citada e dos valores das
bandas detectadas nos resultados de infraverme#hoanhstituintes alginato de sodio e agar,
inclusive da fibra (solu¢cdo aquosa a 2% e propoted®0% entre agar e alginato de sodio).

Percebe-se que algumas bandas das fibras ora maseceom as do alginato e ora com
as do agar, havendo inclusive modificacdo da iidads e deslocamentos dessas bandas
afins, como pode ser observado na Figura 66 e gard&i67, principalmente entre os

comprimentos de onda 1.400 e 400'ciepomo ja dito anteriormente.
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Figura 68. Comparativo entre as bandas detectada®dlginato de sédio, agar e das fibras, e entre a

literatura.
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5.4. VISCOSIDADE DAS SOLUCOES

Foi observado durante a experimentacdo que a mistire os constituintes agar e
alginato apenas se fez possivel ao misturad-losogum solucdo aquosa a partir da
temperatura ambiente.

Foi constatado que nao € possivel que primeirace & dissolucdo do agar em agua
destilada (1%), até aquecé-lo a 60°C (apds apralmante 1 hora de mistura), para que
depois se adicione o alginato de sddio (1g), meseando a temperatura aos 80°C, durante
1 hora de mistura, conforme pode ser percebidoigiad69. Possivelmente o alginato fica
totalmente disperso na solucdo de agar a 1%, davidaior interacdo entre as moléculas de

agar umas com as outras, através de pontes deg@mioocom a agua, a ponto de nao
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oferecerem volume livre suficiente para que ocardégssolucédo do alginato de sddio para esta
situacao.

Sabe-se que proximo ao ponto de ebulicdo da aguapkculas de agar mantém uma
conformacdo randomicamente coloidal (REES, 1978pedsando-se homogeneamente no
volume da solucdo. Ao resfriar, a conformacdo dalodas moléculas de agar varia para a
helicoidal (de acordo com o tempo para a efetigamizacao). As moléculas poderdo estar
livremente ou associadas eofusters para qualquer tipo de conformacédo, coloidal ou
helicoidal; contudo, ao atingir a temperatura atipala qual ndo ha mais energia para
deslocamentos de cadeia ou modificagBes de conf@ona estado gel € atingido.

Quando h& a formacdo e agregacdo de estruturamitials (dupla- ou triplamente)
(DEA ET AL, 1972; VIEBKE ET AL, 1994; AYMARD ET AL2001; LABROPOULUS ET
AL, 2002) os geis apresentam-se mais resisteniasticos, e observa-se a formacéao de
fibras. Aproximando-se a temperatura de gel, quéepger relacionada a temperatura de
transicdo vitrea (Tg), para hidrogéis, haver4d aagito das forcas intermoleculares
preponderantemente ao deslocamento das molécolagrfdo assim com o tempo uma rede
tridimensional.

Assim, pode-se inferir, pelo resultado do experimele dissolucdo, que possivelmente
a temperatura de 60°, ou mesmo a 80°C, associapdebisters poderiam estar presentes,
facilitadas pelo tempo de mistura (de 1 hora) eo peltrito condicionado da
agitacao,impedindo que o alginato de sédio se ldssgeno volume da solucéo.

Ja quando primeiramente dissolveu-se o alginasbd® em agua destilada (1%), para
depois adicionar o agar (1g), a temperatura de 608€ houve problemas para a dissolucgéo.
Muito possivelmente, pois as moléculas de agar m@&aores em tamanho do que as
moléculas de alginato de sodio, e conseguem asgssuleer-se no volume da solugcéo e/ou
devido ao fato de que, como o alginato de sédi@éos polar do que o agar, a dissolucdo do
segundo através de pontes de hidrogénio, é faklitas fibras obtidas através deste método
de dissolugcédo nédo se apresentaram homogéneas hpfilizacdo. Assim sendo, ao verificar
estas condicbes de dissolucdo, optou-se por destuto o agar como o alginato de sédio
conjuntamente nas concentracdes e proporc¢des ssalelzando a temperatura gradualmente.

De acordo com a literatura, sabe-se que as corsdgéegelificacdo dependerdo em
muito do tipo e da origem dos polissacarideos, t@mo dos tratamentos adotados para a sua
obtencéo. Labropoulos et al (2001) menciona quenapératura de gelificacdo do agar

depende da massa molar, que varia de acordo caspéaie, o local de origem da alga, e
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também se o tratamento € alcalino ou acido parenghb do agar (ROCHAS E LAHAYE,
1988).

Rochas & Lahaye (1988) fizeram um estudo de conggarantre agaroses (constituinte
gelificante do agar) de origens diferentes, parrdenacdo dos pesos moleculares em
funcao das viscosidades e espalhamento de luaitOi®a observaram que a agarose somente
apresenta cadeias desorganizadas acima das temaerde 90 ou 95°C, ou seja, quando
atingem o estado fundido, randémico aleatorio,rarpkestas temperaturas.

Assim, corroborando para a explicacdo sobre aldisido de agar e alginato de sodio,
h& que se salientar que mesmo estando a tempeaatora daquela de gelificacédo; contudo,
ainda abaixo da temperatura de fusa@el(ing, dificilmente havera facilidade de dissolucdo e
homogeneizacdo a outro constituinte, ja que pralgipnte ocorrem forcas atrativas de
pontes de hidrogénio, sendo necessario que se;iomais energia para a desagregacao entre
as estruturas coloidais, ou mesmo helicoidais quedr, a fim de dissolver os constituintes
para esta condicéo.

Figura 69. Solucdo 2% 1:1, primeiramente dissolveralagar em agua destilada e posteriormente
acrescentando alginato de sodio: ndo houve dissofig
. ]

.

Com base nisto, primeiramente realizou-se a dig8olulos constituintes para depois,
analisar as viscosidades das soluc¢des, que mastsmaiferentes entre 0s constituintes e a
solugéo formada a partir deles.

Percebe-se na Figura 70, que a solucdo aquosa a@e2#lginato apresenta um
significativo decréscimo das medidas de viscosidaala 0 aumento da temperatura, para
uma mesma taxa de cisalhamento, como ja era espgaad fluidos newtonianos (POTTER
& WIGGERT, 2008).
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Figura 70. Média de (8) medidas de viscosidade delscédo (aq) de alginato de sodio a 2%, para cada

temperatura: 40°, 60° e 80°C, a 10 rpm.
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Os pontos ilustrados no gréafico da Figura 70, esfiers ao alginato a 2%, foram obtidos

através de leituras bem estaveis que durante ltongaimaneceram praticamente constantes

aos parametros de medida (temperatura e rotagé@semtando desvios padrao nao maiores

do que 0.09, conforme pode ser percebido.

Da mesma forma, nenhum comportamento atipico feemfado para a solucdo de

alginato de sodio, uma vez que para uma mesma tatupg praticamente as viscosidades

nao variaram, mesmo quando a velocidade foi madific Salienta-se que para as medidas a

40°C, o torque dspindle ja encontrava-se no limite do equipamento, entté 8006% para

cada uma das velocidades; e por conta disso, napoisivel a medida para maiores

velocidades.

Tabela 17. Viscosidades da solucdo de alginato a 2%k diferentes temperaturas e velocidades de rotaga

Temperatura Velocidade Viscosidade Desvio
(°C) (rpm) média (cP) padrao
40 10 48.055 0.046
40 20 48.186 0.090
60 10 27.905 0.064
60 20 27.740 estavel
80 10 16.011 0.016
80 20 15.888 0.016

J& para a solugdo aquosa de agar a 2% é evidenciadomportamento bem diferente,

observou-se que ndo houve estabilidade na obtetgfiovalores de viscosidade para as

temperaturas de 60° e 80°C, havendo continuamenteaumento da viscosidade. Assim

sendo, na busca de uma condi¢céo estavel para dardaliviscosidade, foi necesséario que se
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medisse o parametro em diferentes velocidadesdatie o torque dapindle conforme a
escala do equipamento).

Primeiramente realizaram-se medidas a 40° C, hav@udsibilidade de medigcao
apenas a partir de 40 rpm. Entretanto, assim quiscasidade foi aumentando, houve a
necessidade de aumentar a velocidade por contasadaedo equipamento. Vé-se que
somente a 100 rpm, a 40°C, foi possivel a obtededmedidas de viscosidade que fossem

mais estaveis, evidenciando uma baixa viscosidée) (

Figura 71. Medida de viscosidade para solucdo agéaq) 2% a 40°C, para diferentes rotacdes por minuto
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Ao modificarmos a temperatura para 60°C as meddaspermaneceram constantes
para a velocidade inicial de 20rpm, saltando de onédia de 5 cP para 30 cP em torno de 13
minutos de acompanhamento das medidas. Isso indiegossivelmente conformacgdes ou
associagfes entre as moléculas estavam ocorrendpiej certa resisténcia ao escoamento
estava sendo detectada pespindle do viscosimetro (aumentando a viscosidade),

necessitando consequentemente a modificacado dm@imcade agitacdo (velocidade).
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Figura 72. Medida de viscosidade da solugao (aq) &% a 60°C para diferentes rotagdes por minuto.
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Ao aumentarmos a velocidade para 50 rpm, as methdaagram-se estaveis, em torno
de 10cP. Depois optou-se por diminuir a escala p@rgpm, e para a surpresa, foi possivel
medir a viscocidade, sendo que esta aumentou isgfnfmente, para algo em torno de 56
cP. Este comportamento indica que o agar € umofln@b-newtoniano, pois para diferentes
taxas de cisalhamento (torque/velocidadepiodlg, a viscosidade muda, apesar de manter a
mesma temperatura. Como as medidas ndo mantiverastdveis para o tempo de analise,
pode-se dizer que a taxa de cisalhamento é deperdtztempo.

Fluidos tixotrépicos sao fluidos cuja viscosidadeidui com o tempo para uma taxa
constante de cisalhemento, o que ndo parece s@lhsgite ao comportamento verificado
para o agar a 2%. Contudo, para estes tipos akfdambém é verificado que ao diminuir a
taxa de cisalhamento a viscosidade aumenta, comoo senaterial se recuperasse
estruturalmente de forma reversivel. Este compatam porém, é verificado para o agar,

guando ao baixar a velocidade para 10rpm, a vidadsi aumenta consideravelmente.

Os valores de viscosidade estdo proximos aos eadost por Prasad et al (2007) ao
analisar diferentes amostras de solucdes de ag&%s obtidas da alg@elidiella acerosa
no sul da india, usando viscosimetro Brookfieldiépo a 60 rpm e a 80°C, os valores de
viscosidade encontrados por Prasad et al variaB0dg 0.95 cP a 67- 0.95 cP de acordo

com a localizacao e o periodo do ano em que fordetarias as algas.

Ja as medidas a 80°C apresentaram-se praticansédnteis entre 10 e 30 rpm; contudo,
ao diminuir novamente a velocidade de rotacédca(g@re apos para 10 rpm), continuamente
a viscosidade aumentou, apesar de ocorrer de foralenta do que a 60°C, e também néao
chegando a valores tao altos, como 60 cP para 60°C.
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Figura 73. Medida de viscosidade de solucéo (aq) dgar 2% a 80°C.
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Suzuki et al (2011) verificou que para moléculaggarose nas temperaturas entre 80°

e 97°C, as massas moleculares variavam de 1,5x1®%e as viscosidades, de 4 para 14 cP.

Os valores de viscosidade obtidos para a tempard®ir80°C sdo realmente proOximos aos

encontrados para esta literatura, conforme indi¢candéncia da Figura 73. Entretanto os

valores se distanciam daqueles verificados poraErga relatados acima.

Para a solu¢do com a concentracdo e proporcaoagdres alginato, que origina fibras

bem formadas, verificou-se valores e comportametdosscosidade bem diferentes.

Figura 74. Médias das medidas de viscosidades paaolucdo 2%, 50%-50%.
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Percebe-se que existe uma faixa de viscosidades qmola temperatura, e que

dependendo da energia cinética empregada na agidagasolucdes (rpm), mesmo que para

temperaturas diferentes, a viscosidade pode eguisal Na Figura 74 fica clara a

repetitibilidade das medidas, apds a troca de @etggpara cada temperatura, mantendo um

comportamento praticamente newtoniano, em que paN@ mesma temperatura, a

viscosidade varia muito pouco independentementéada de cisalhamento. Para baixas
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rotacBes (abaixo de 10rpm), a variacdo da viscosigamuito pequena (10% entre uma e
outra temperatura), podendo caracterizar o flumna@newtoniano nestas condi¢des. Ja para
taxas de cisalhamento maiores do que 10rpm, peseeberta variacdo da viscosidade, com
valores maiores do que 10% uma em relacéo a ot principalmente na rotacao de 30

rpm, assim sendo o fluido é caracterizado comone&goniano.

O resultado inesperado foi o de obtermos uma vidade maior a 80°C do que a 60°C,
ja que para liquidos espera-se que quanto magmpetratura, maior a energia cinética entre
as moléculas, e consequentemente menor é o irded@l tempo em que as forcas
intermoleculares sdo efetivas, que deveriam rasaftauma diminuicdo da viscosidade, um

aumento da mobilidade e da expansao volumétrica.

Pode-se inferir que na faixa de temperaturas dfire 80°C ocorre algum fenémeno
que atrai mais as moléculas umas as outras, camilioade energia calorifica (pelo aumento
da temperatura), resultando em um aumento do attéono, ou seja, da viscosidade para
estas situagbes. Algumas modificacdes de confomnagh mesmo quebra de ligacbes
quimicas poderdo requerer mais energia para oearrePor isso, uma das hipoteses a
considerar € que nesta faixa de temperatura podereoca formacdo de redes
interpenetrantes, em que moléculas de &gar e dmatmgentrelacam-se mutuamente,

aumentando o atrito da solucéo.

O aumento ou a diminuicao da rotacao resultara@ gaalquer temperatura, com que o
intervalo de tempo em que ocorrem as forgas intiexcatares seja maior ou menor, havendo
variacdo da atividade entre as moléculas, ou sgparcutindo em uma pequena mudanca de
viscosidade. Contudo, diferencas significativasviscosidade podem indicar que outros
fendbmenos ocorrem, ja que modificam graus de padmdsi, permeabilidade e resisténcia dos
géis de agar, conforme Ross et al (2005), e comfaenificado nos resultados de porosidade
e inchamento obtidos neste trabalho: em que fipuasforam aquecidas até 80°C obtiveram
maior estabilidade nas medidas de porosidade e@saralores de inchamento do que aquela

aquecida a apenas 60°C (Figura 50 e Figura 52).

Assim, a partir desta discussao, entende-se qoatmte sobre as variaveis de mistura
(velocidade) e do processo de gelificacdo é negessgrincipalmente quando ha a
proposicdo de caracterizar as fibras-gel formadaistoria térmica de cada um dos
constituintes bem como quando misturados, devex@reetir em caracteristicas especificas

do biomaterial.
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5.5. CITOTOXICIDADE

Os resultados de citotoxicidade para o método etalireferente aos biomateriais
compostos por fibras de diferentes concentra¢cdeasranam maior atividade celular do que os
resultados das amostras com diferencas quantosé® de reticulante, como ilustram os
resultados quantitativos contidos na Figura 7 Fegyara 78.

A atividade celular é comparada através de leitpoagbsorbancia em UV comparando
aquelas obtidas dos controles positivos (linhag&29). e negativos (DMSO). As imagens
realizadas por microscopio optico, conforme FigiBa Figura 76, ilustram a morfologia das
células.

Figura 75. Imagens realizadas através de microsc@poptico do controle negativo (quando utilizado

Figura 76. Imagens realizadas através de microscapbptico do controles positivos dos métodos A) diee
_ ~B)indireto, da atividade celular da linhagem L292.
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Figura 77. Resultados de citotoxicidade pelo métodndireto para amostras de diferentes concentracdes
mesmo método de obtencao e reticulacao.
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Figura 78. Resultados de citotoxicidade pelo métodndireto para as amostras 2%, 50% ag - 50% al,
utilizadas no teste de reticulante conforme Figur&4.
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A especificacdo da fibra utilizada para os tedtetrados na Figura 78 foi a 2% (50%
agar, 50% alginato), que comparativamente com wtae® de citotoxicidade da Figura 77,
demonstra diminuicdo da atividade celular paraulisvos em que se testaram as condi¢cbes
do agente reticulante, cloreto de célcio. Este fabale indicar que possivelmente os
constituintes do biomaterial ndo sejam citotoxicoms que as variaveis envolvidas na

reticulagcdo com cloreto de célcio possam indiceicidade.
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Figura 79. Resultados de citotoxicidade pelo métodtireto para amostras de diferentes concentracdes e
mesmo método de reticulacdo e fabricacéo.
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Figura 80. Resultados de citotoxicidade pelo métodtireto para as amostras 2%, 50% ag - 50% al,
utilizadas no teste de reticulante conforme Figur&4.
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A Amostra Agar-Alg (2:50:50) - Tan (W) foi a Uni@nsiderada citotOxica para os
dois métodos, apresentando morte celular de atée688672% para o metodo indireto e para
o direto, respectivamente. Quantidades de tanifarg@ referidas na literatura (CHUNG ET
AL, 1998 APUD MONTEIRO ET AL, 2005) como citotoxigae o resultado evidencia isto.

As outras amostras que também se apresentararmdxaitd foram as seguintes: a
Amostra A’ e a Amostra B, com morte celular (apsplode 35% e 43%, respectivamente,

pelo método indireto, e a Amostra C’, que apresertd% de inviabilidade celular pelo
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método direto. De acordo com a norma ISO 10.9920609, resultados que evidenciem até
30% de morte celular podem ser considerados citm®xNao foi possivel concluir sobre as
variaveis que possam ter contribuido para a matelar, tendo em vista que ndo houve
repetitibilidade dos resultados entre os métodosi@io, € visivel a diferenca das atividades
celulares entre os dois grupos de amostras testadas

Tanto a amostra A’ como a C’ foram aquelas desadest a 1°C durante a fabricagao
das fibras, e reticuladas pelo tempo de 2 min;ummiariando a concentracdo de sal (2% e
1% respectivamente). Poder-se-ia supor que a déspdio em temperaturas muito baixas
prejudica algum tipo de atividade entre as molécualarante a sua conformacdo, ficando
assim algumas terminacfes das moléculas suscetivalgum tipo de reagdo que libere
componentes citotoxicos. Entretanto, esta hipot@ encontra aceitacdo, visto que a
Amostra B também apresentou citototoxicidade p&@3Clde temperatura do alcool de
desidratacdo das fibras, tempo de reticulacdo dmithG® concentracdo da solucéo salina de
2%, ou seja, ndo ha nenhuma relacdo entre os quardsnetros de fabricacdo das outras
amostras que também foram consideradas citotoXita#&nexo | seguem as fotografias dos
cultivos celulares.

Awad et al (2003) depois de reticular (gelificairbgéis de alginato com cloreto de
calcio lavou por trés vezes gsaffoldsem PBS, provavelmente para retirar sais que nao
foram reticulados a estrutura e provavelmente esé@m no meio. Sabe-se que meios muito
salinos podem provocar a apoptose por osmose éralegidao das células. Meios de cultura
muito acidos ou basicos podem interferir no cultetular de outras células, bem como as de
fibroblastos, por isto é utilizado um tampao emarag cultura para manter o pH bioldgico
do meio em torno de 7.4. Contudo, o pH nédo foi gm@orthado durante a incubacdo das
células junto ao biomaterial, ou apdés a medida ittogicidade para verificacdo desta
variavel.

A partir de outros testes, como o de inchamestaffold e 4gua destilada), foram
medidos os pHs das aguas de contato com o bioalategividenciou-se um pH préximo de
5.5 depois de fabricada a fibra, e depois de 1 Heraontato do biomaterial com a agua.
Como foi referido no texto da Revisdo Bibliografia formacdo de géis de alginatos
geralmente é favorecida por um decréscimo no pih @m torno de 3 e 7 (COVIELLO ET
AL, 2007); enquanto, que para a formacdo de géisghr, pHs acima de 6 sdo mais
aconselhaveis para uma maior resisténcia de gdIl¥OS & INGREDIENTES, 2008).
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De certa forma, comparando o0s resultados entre rassteas de diferentes
concentracdes, percebe-se que as fibras formadasnt® a partir de alginato de sodio
apresentaram menor atividade celular, porém n@mfa@onsideradas citotoxicas. Sabe-se que
alguns componentes dos alginatos podem ser cito®xas células, como por exemplo
endotoxinas, proteinas e polifendies; contudo, petpe se supdem estas contribuicbes néo
foram significativas para a matéria-prima utilizada

Em suma, mesmo que ndo seja possivel concluir ssbreausas da citotoxicidade
(exceto quanto a presenca de tanino) pode-se @limepara a concentracao de fibra 2% 50%
agar- 50% alginato, o método indireto apresentoa possibilidade de citotoxicidade de até
29%, ou seja, 2 em cada 7 amostras, e para o0 méiedo de até 14% de citotoxicidade, ou
seja, 1 em cada 7 amostras.

Outro fator que possa ter contribuido para est@ahifidade refere-se a falta de
repetitibilidade das amostras quanto a estruturaHoAs amostras sao tridimensionais e tem
fibras aleatoriamente formadas, conforme verificade resultados de MEV, por isso, tém
diferentes volume de vazios, didmetros e formatesfibras por volume, que poderao
contribuir para a obtencéo de diferentes resulta@ositotoxicidade, por isso algum tipo de

padronizacao dos tamanhos e massas das amosaasdenmportante.

Além disso, a norma ISO 10.993-5 (para testestdeogicidade) sugere a utilizacdo de
tamanhos de 10mm x 50mm para amostras poliméidas) de estabelecer uma faixa de
volume do liquido de extracdo utilizado em contadm o biomaterial, de acordo com a sua
area superficial (de 0.5 cm2/mL a 6 cm2/mL).

Assim sendo, uma das hipodteses acima citadas podeplicar possiveis causas de
erros experimentais nos testes de citotoxicidade s testes realizados para esta dissertacao
foram utilizados tamanhos de amostras menores @oOdgamm x 0.5mm. Assim sendo,
devido a morfologia do biomaterial, que macroscamiente apresenta-se fibroso, o corte em
pedacos muito pequenos poderia ter contribuido pdesagregacédo e cominuicdo das fibras,
aumentando a é&rea superficial e os sitios de reaghdiomaterial, alterando suas

propriedades e influenciando o meio.

AlteragBes no meio ao qual o biomaterial esta stidlmeomo por exemplo, variacdes
de pH e interacdes entre cargas, devido a adicaootieculas diferentes poderiam também

contribuir para os resultados obtidos.
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6. CONCLUSAO

Através de um processo inovador de fabricacdodwatenominada comiet-spinning,
foi possivel obter fibras de hidrogel de agar e@nalp, e algumas conclusdes quanto ao
processamento das mesmas e a sua aplicacaoscaffmdpara engenharia de tecidos podem

ser elencadas:

- € necessario o controle da temperatura de aqaetonda solucdo polissacaridica, para
a dissolucéo dos dois constituintes de forma homeme

- Foi possivel verificar a importancia do aquecitoeaté 80°C e da injecéo da solugéo a
40°C (temperatura genérica abaixo da qual géisgde gelificam) nas propriedades como

porosidade e inchamento doaffold

- € necessario que se controle as condicbes dedaisagente reticulante, como
concentracdo e tempo de contato com sais divalemté®m de que a reticulacdo das cadeias
de alginato ocorra de forma eficiente, consequestéencontrolando as propriedades do
scaffold, como porosidade e inchamento;

- a temperatura do &lcool etilico, para desidratadas fibras, ndo parecer ter
influenciado na porosidade e nem no inchamento.

Sobre as propriedades das fibras-gel obtidas &otiagao de 2% (1:1) concluiu-se :
- a faixa de densidade aparente obtida para asgéasdestudadas ficou em torno de

0.110 a 0.250 g/cm3 (considerando os desvios patbrdiimites minimo e maximo);
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- as porosidades obtidas por diferentes métodos Apguimedes e pela ASTM) se
aproximaram, de forma a atingir um maximo de 94%padsidade e minimo de 79% por
Arquimedes e maximo de 88% e minimo de 60% pekoaocda ASTM. Quando realizado o
teste do agente reticulante, obteve-se porosidamenma de 83% e minima de 60% por

Arquimedes;

- 0 percentual de inchamento maximo foi de 961%i@@mo de 438% para diferentes
processamentos das fibras-gel), sendo que quantivadd o teste de agente reticulante por
um tempo de reticulacdo de 120min, obtiveram-sargalde inchamneto de até 900%;

- a temperatura de degradacédo, que representoa gerdté 50% da massa inicial de
amostra testada, ficou acima de 300°C. Enquargcaquartir de 100°C infere-se que ocorre
uma perda pequena de massa (~10%) devido a evapata@gua e consequente processo de
desorganizacao (“desreticulacéo”) das cadeias de ama vez que em torno de 121°C foi
detectado por DSC uma banda exotérmica. Assim,-peddizer que a temperatura de
utilizagdo das fibras-gel ndo podera ultrapass®dG0em que haja modificacdo de sua
estrutura e pode ser utilizada cosuaffoldde cultivos celulares uma vez que a temperatura

nao supera 40°C.

- ndo foram detectados metais como cadmio ou amaceomposicado das fibras-gel,

possivelmente encontrados como contaminantes enatisg;

- ndo pode ser comprovada que houve polimerizagie e agar e o alginato de sédio, uma
vez que nao foram encontrados indicios fortes dac@ies quimicas nos espectros de
infravermelho da fibra, podendo-se inferir que agngtituintes formam uma rede

interpenetrante entre suas moléculas.

Com relacdo a aplicabilidade corscaffoldpara cultivo de fibroblastos de murinos, as
fibras-gel obtidas apresentaram-se citotoxicas aigans casos; contudo, os testes ndo foram
conclusivos quanto as variaveis estudadas e seto efigotoxico para a especificacao

caracterizada (2% 1:1).
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Auxiliando ao prosseguimento dos estudos solseaffoldde fibras-gel sugere-se que
se facam analises de ressonancia magnética nuctearuito de caracterizar a constituicao
das matérias-primas utilizadas, e das fibras obtigara verificar se formam redes
interpenetrantes (IPN) de hidrogéis entre si. Aisadla mesma técnica também é possivel que
se conheca o0 peso molecular aparente da soludéaddi no intuito de parametrizar o
processo de producao, tendo em vista que as adstictess destes polimeros naturais variam
de acordo com o tipo de alga, local , sozonalidademperaturas de processamento.

O estudo de analise do tempo de uso do reticupatteria ter evoluido no intuito de se
verificar qual seria a porosidade minima, ja que& coaumento do tempo de reticulacdo foi
percebida uma diminuicdo da porosidade; contudo, é&onhecido se as caracteristicas
permeaveis dscaffoldpossam ter modificado. Ou seja, seria importagbersqual € o tempo
maximo necessario para a reticulagdo completa dpnasd na blenda utilizando
concentracdes de 1% e de 2% de cloreto de calgioyos sais).

Estudos sobre o impacto do pH sobre as propriedaolesidade e inchamento das
fibras —gel poderia ser estudo, de forma a ideatifos meios a que poderdo estar suscetiveis
sem que sua estrutura e integridade modifique.

Estudos de sorcdo com moléculas de farmacos oresatle crescimento para cultivo
celular poderiam ser estudados relacionando asipdagles como porosidade e inchamento,
visando a utilizacdo das fibras-gel como sistemawvealculacdo de drogas ou substancias

necessarias a regeneracao das células em cultivo.
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Outros estudos de sorcao poderiam ser realizadastuibo de verificar potenciais
aplicacdes das fibras como meio filtrante paratna@nto de emissdes atmosféricas, ou como
biossorventes em tratamento de efluentes. A utdi@gacomo sistema de liberacdo de
nutrientes para o desenvolvimento de plantas gareudtura, reflorestamento ou jardinagem,
também poderia ser testada, assim como eletr@eit®lulas voltaicas, uma vez que géis de
agar sdo microporosos e inertes possibilitandéuadt de sais condutores.

Avaliar o impacto do tamanho das amostras nosstelgecitotoxicidade, para verificar

se a metodologia (corte das amostras) influenc@tasoxicidade.
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