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RESUMO

Arcaboucos sao estruturas que simulam a matriz extracelular e podem ser utilizados
como novos suportes em culturas de ceélulas, revelando vasta aplicacdo para a
engenharia de tecidos. O principal objetivo do presente trabalho foi desenvolver e
caracterizar arcaboucos a base de quitosana (Qs) e alginato (Alg) e avaliar a
biocompatibilidade desses em cultura de células Vero. Para obten¢&o de arcaboucgos
funcionais foram utilizados os biopolimeros de Qs e Alg, tendo sido alterada as
diversas caracteristicas dentre as formulagbes estudadas, como as concentracdes
dos polimeros (0,5% a 1,5%), as proporcdes entre eles (1:1, 2:1, 1:2) e 0 peso
molecular da Qs. Os arcaboucos foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de
varredura (MEV) e grau de intumescimento. A biocompatibilidade foi avaliada
através de um ensaio de adesdo com ceélulas Vero. De acordo com os resultados, o
FTIR demonstrou que a despolimerizacéo altera o espectro de absorbancia da Qs a
3294 cm-1 referente aos alongamentos de —OH, mas nao altera seus picos
caracteristicos de amina primaria, nem seu grau de deacetilacdo. Em fun¢éo do tipo
de arcabouco produzido, a MEV revelou alteracbes no tamanho da populacdo
predominante de poros das amostras, que variaram de 10 a 600 um. A capacidade
de intumescimento da maioria das amostras foi maior em pH &cido (1,4), em
comparacao com outras faixas de pH (6,93 e 7,2). Os arcaboucos Qsdp 1% Alg 1%
(1:2) e Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp 0,5% demonstraram bons resultados nos
ensaios de MEV e intumescimento, sendo escolhidos como suportes para 0 ensaio
de adesdo com células Vero e revelaram o6tima biocompatibilidade. Assim,
arcaboucos de Qs e Alg se demonstram ser uma boa alternativa para cultivo de
células VERO em ambiente tridimensional apresentando, também, grande potencial

COomo curativos.

Palavras-chave: arcabouco; engenharia de tecidos; adesdo cellular; quitosana,

alginato.



ABSTRACT

Biopolymer based scaffolds are structures that simulate the extracellular matrix and
can be used as new supports in cell cultures, revealing a wide application for tissue
engineering. The main objective of the present work was to develop and characterize
scaffolds based on chitosan (Qs) and alginate (Alg) and evaluate their
biocompatibility in VERO cell culture. To obtain functional scaffolds, Qs and Alg
biopolymers were used, with different characteristics among the studied formulations
being changed, such as biopolymer concentrations (0.5% to 1.5%), the proportions
between them (1:1 , 2:1, 1:2) and the molecular weight of Qs. Physicochemical
analysis and characterization were performed by Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM) and swelling behavior.
Biocompatibility was assessed using an adhesion assay with Vero cells. The FTIR
showed that depolymerization alters the absorbance spectrum of Qs at 3294 cm-1
referring to the -OH stretches, but does not alter its characteristic primary amine
peaks, nor its degree of deacetylation. Depending on the type of scaffolds produced,
the SEM revealed changes in the size of the predominant population of pores in the
samples, which ranged from 10 to 600 um. The swelling capacity of most samples
was higher at acidic pH (1.4) compared to other pH ranges (6.93 and 7.2). The Qsdp
1% Alg 1% (1:2) and Qsdp 0.5% Alg 0.75% Qsdp 0.5% scaffolds showed the best
physicochemical results, being chosen as supports for the adhesion test with Vero
cells and showed excellent biocompatibility. Thus, Qs and Alg scaffolds showed to be
a great alternative as a tridimensional support for cell VERO’s culture and it also has

potential as wound healer material.

Keywords: scaffold; tissue engineering; cell adhesion; chitosan; alginate;
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1. INTRODUCAO

Arcaboucos de biopolimeros sdo estruturas tridimensionais para fixacdo e
crescimento celular, e suas caracteristicas podem ser aplicadas em muitas areas
além da engenharia de tecidos, como veiculacdo de drogas, cultura de células e
como modelo para tratamento de cancer e curativos para feridas (INTINI et al., 2018;
KIEVIT et al., 2010). Sua estrutura tridimensional simula uma matriz extracelular
saudavel e permite que a célula se fixe e cresca, além de possibilitar a adsor¢céo de
agua em sua estrutura, mantendo-a estavel, (BANKOTI et al., 2017; HAN et al.,
2010). Para atingir este objetivo € necessario que o arcabouco seja derivado de um

material ndo téxico, estavel em ambientes Umidos, biodegradavel e biocompativel.

A cultura de células é uma técnica que visa o crescimento de células e
tecidos, humanos ou de animais, em uma superficie bidimensional; sendo muito
utilizada na rotina de alguns laboratérios (INTINI et al., 2018). Embora a cultura
bidimensional proporcione algumas vantagens, como simplicidade e acessibilidade,
o microambiente disponibilizado por essa técnica é completamente diferente em
relacdo ao ambiente tridimensional natural de uma célula eucariotica animal, que
ndo cresce em uma superficie bidimensional, mas sim cercada por sua matriz
extracelular, em um ambiente tridimensional (MAHMOUDZADEH,;
MOHAMMADPOUR, 2016).

Essa drastica mudanca no ambiente da célula altera sua morfologia, seu
fendtipo, sinalizando que a sua expressao génica esta comprometida, assim culturas
bidimensionais tendem a oferecer resultados menos precisos em relacdo a testes in
vivo (KIEVIT et al., 2010; MCBANE et al., 2012). Tendo em vista estas limitacdes, 0
conceito de cultivo celular em modelo tridimensional passou a ganhar bastante
destagque e com isso houve o surgimento de varias ferramentas que possibilitam sua
aplicacao, dentre elas os arcaboucos (DHIMAN; RAY; PANDA, 2005).

Os arcaboucos estdo entre 0s componentes essenciais para 0 processo de
regeneracao, servindo como carreadores ou suportes para interagdes celulares,
proporcionando ambiente semelhante ao da matriz extracelular (FOMBY et al., 2010;
KONG et al., 2006; RAMAY; ZHANG, 2003).

A quitosana (Qs) € um biopolimero amplamente estudado, possuindo varias
caracteristicas adequadas ao desenvolvimento de um arcaboucgo, além de

apresentar atividade antimicrobiana e capacidade de mimetizar atividades
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semelhantes as dos glicosaminoglicanos, como adesividade e capacidade de
ligacdo a fatores de crescimento. Ademais, grupos funcionais aminos na Qs podem
fornecer locais para fatores de ancoragem celular como oligopeptideos, (GHOSAL et
al., 2019a). No entanto, o arcabouco de Qs tende a ser instavel, dependendo das
condicbes ambientais em que € encontrado. Para dar maior estabilidade ao
arcabouco € necessario uma alteracdo em sua estrutura, firmando as cadeias de Qs
em condi¢bes adversas, como pH acido, (BANKOTI et al., 2017; SORIANO-RUIZ et
al., 2019; XU et al., 2019).

Alginato (Alg) € um biopolimero que tem sido amplamente descrito na
literatura e sua interagdo com a Qs € bem conhecida, compartilhando de vérias
caracteristicas em comum, como biocompatibilidade, baixa toxicidade e
degradabilidade; além do que, esses polimeros caracterizam-se por interagirem
devido a oposicao de cargas (SHAMEKHI et al., 2017). A unido dos dois polimeros
(Alg e Qs) forma um hidrogel, que é um bioproduto que vem, a cada ano,
despertando mais interesse dos pesquisadores por suas aplicacdes; tanto com
relacdo a capacidade de liberacdo de bioativos, quanto ao seu potencial na
engenharia de tecidos (SORIANO-RUIZ et al., 2019; XU et al., 2019).

Os arcaboucos de Qs e Alg tém demonstrado potencial aplicabilidade como
biomateriais para a cultura de células, e possivelmente essenciais para 0 processo
de regeneracdo, servindo como carreadores ou suportes para as interacoes
celulares, proporcionando um ambiente semelhante ao da matriz extracelular
(FOMBY et al., 2010; KONG et al., 2006; RAMAY; ZHANG, 2003); além do que, sua
aplicacdo em outras areas tem sido bastante promissora, como na engenharia de
tecidos, como vetorizacdo de medicamentos ou podendo ser utilizados como
curativos bioativos. Neste trabalho, objetivamos desenvolver e caracterizar um
arcabouco baseado em Qs e Alg por um processo simples de formulacéo, analisar o
efeito do grau de despolimerizacao da Qs nas propriedades do arcabouco e avaliar
sua biocompatibilidade a partir de ensaios de adesdo com células Vero, visando-se
estimular a producdo um novo suporte tridimensional com aplicabilidade para

engenharia de tecidos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar, fisico-quimica e biologicamente, arcaboucos

tridimensionais a base de quitosana e alginato para a cultura de células.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar a Qs, através de centrifugacoes.

Despolimerizar a Qs, através de um processo de degradacdo oxidativa
baseada em nitrito.

Desenvolver um suporte tridimensional (arcabouco), utilizando Qs,
despolimerizada e ndo despolimerizada, e Alg.

Caracterizar as interacfes quimicas dos arcaboucos por espectroscopia de
FTIR.

Caracterizar as propriedades morfologicas, tamanho de poros dos
arcaboucos por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Caracterizar as propriedades fisicas, capacidade de absorcdo de agua dos
arcaboucos, através de ensaios de intumescimento.

Avaliar a influéncia da despolimerizacdo da Qs na elaboracédo dos arcaboucos
e aplica-los na cultura de células Vero.

Avaliar a biocompatibilidade do arcabouco de Qs e Alg através do ensaio de

adesao com células Vero.
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2. JUSTIFICATIVA

Além da aplicacdo como suporte para a cultura de células, os arcaboucos
vém ganhando espaco em varias areas da ciéncia de engenharia de tecidos. Dentro
das aplicagdes mais promissoras dos arcaboucos de biopolimero esta o uso como
enxerto em feridas, (GHOSAL et al.,, 2019b). Por apresentar caracteristicas como,
biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, biorreabsorcdo, e alta capacidade de
intumescimento, os arcabou¢os promovem uma 6tima cobertura para queimaduras e
lesbes de bordas irregulares isolando o tecido lesado de contaminantes, ao mesmo
tempo em que permite o crescimento das células, (BANKOTI et al., 2017). Todos os
anos ha cerca de 300.000 mortes por queimaduras no mundo, ldentificar e tratar
infeccbes sao cuidados basicos com vitimas de queimaduras e o uso de arcaboucos
como cobertura para feridas pode ser uma ferramenta promissora para reduzir o
risco de infecgcbes em um paciente tdo vulneravel quanto um queimado, (KRUSE et
al., 2018).

Os tratamentos atuais para feridas e queimaduras consistem na cobertura
da area lesada por bandagens e curativos que impedem o contato do tecido lesado
com o0 ambiente contaminado, e em determinados casos utiliza-se do autoenxerto de
pele. Infelizmente o uso desses enxertos podem provocar cicatrizes indesejaveis,
(PAYNE et al., 2017). O uso de arcaboucgos para como cobertura de feridas pode
melhorar o processo de cicatrizacdo do paciente, sendo capazes de mimetizar a
estrutura da matriz extracelular, esses suportes sdo ideais para o crescimento e
diferenciacdo das células, como fibroblastos, e sua ampla variedade de materiais
providenciam uma enorme biblioteca de radicais quimicos que podem ser
modificados de acordo com a necessidade do tecido lesado, (BANKOTI et al., 2017).

Na engenharia de tecidos, a adesdo celular a uma superficie é essencial,
pois a adesao ocorre antes de outros eventos, como disseminacao celular, migragéo
celular e fungéo celular diferenciada. A adesao celular esta intimamente ligada as
propriedades de superficie do material ou arcaboucos. A adesdo de células a
substratos solidos é influenciada pelas propriedades da superficie do substrato,
como intumescimento, carga de superficie, rugosidade e topografia (WAN et al.,
2003).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 ARCABOUCOS E ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos é uma area multidisciplinar da biotecnologia, suas
pesquisas mais aplicadas visam a criacdo e/ou restauracdo de tecidos e Orgaos
perdidos por um individuo, assim como a compreensao da interacdo célula-matriz
extracelular e estimulos de crescimento tecidual (HAN et al., 2010). Esse ramo da
biociéncia vem ganhando espago conforme a descoberta de novas ferramentas,
como réplicas estruturais tridimensionais de matrizes extracelulares que permitem a
adesdo, crescimento e diferenciacdo do tecido, essa estrutura € chamada de

arcabouco.

Os arcaboucos tiveram um impacto importante na engenharia de tecidos, a
capacidade de mimetizar o microambiente tridimensional de uma célula melhora sua
afinidade com o seu meio e estimula a mesma a assumir um comportamento
fenotipico mais semelhante ao seu original. Apesar de sua aplicabilidade ter
ganhado muito espaco recentemente, a metodologia para a producdo dos
arcaboucos é antiga, desde o final da década de 80 cientistas vém descrevendo

processos para a sua producéo (SIMON, 2017).

Varios materiais podem ser usados para formar um arcabouco, contudo eles
precisam se adequar a sua aplicabilidade. Para cultivo celular € importante que o
material aplicado seja biocompativel, biodegradavel, n&do tbéxico, e com
caracteristicas quimicas e fisicas que permitam a célula exercer suas funcdes
bésicas e que tenham maior semelhanca ao seu ambiente natural possivel (HAN et
al., 2014).

4.2 BIOPOLIMEROS APLICADOS A ENGENHARIA DE TECIDOS

Polimeros como poliacido latico (PLA), colageno e alguns poliésteres sao
candidatos classicos quando se trata de material para confeccdo de arcaboucos
para o cultivo de células e aplicagbes em engenharia de tecidos, esses polimeros
naturais apresentam uma maior biocompatibilidade que os sintéticos e sdo mais bem
aceitos pelas células ou tecidos (J. S. CRUSCA, A. C. B. OLIVEIRA, J. R. PERUSSI,
2014; SOPPIMATH; AMINABHAVI; KULKARNI, 2001; WAN et al., 2003). Outros
biopolimeros que se destacam sdo Qs e Alg, amplamente usados em pesquisas

esses dois polimeros tém todas as caracteristicas basicas que os arcabougos
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necessitam para engenharia de tecidos, além de a Qs ser conhecida por sua
atividade antimicrobiana e ter como caracteristica o fato de grupos quimicos
semelhantes a glicosaminosglicanos, que providenciam caracteristicas como
adesividade e capacidade de ligacdo a fatores de crescimento, oS grupamentos
aminofuncionais da Qs podem providenciar sitios de ancoramento de fatores como
oligopeptideos (SHAMEKHI et al., 2017).

4.3 PESO MOLECULAR E SEU EFEITO SOBRE A QUITOSNA

Peso molecular €, essencialmente, uma forma de denotar-se a quantidade
de matéria em uma substancia. Embora nunca tenha sido reconhecido pela
conférence générale des poids et measures, o Dalton (Da) € a unidade que esta
associada ao peso molecular, massa atdmica, de uma substancia, também pode ser
expressa como a unidade internacional (U), essa comumente associada a proteinas.
O Dalton é o equivalente a g/mol e pode ser encontrada como KDa, kilodalton,
guando as escalas sdo muito grandes. Polimeros sdo substancias que tém a
caracteristica de se ligar a si mesma “n” vezes, e podem apresentar
subclassificacbes de acordo com sua massa atdomica, podendo ser caracterizados
como de baixo, médio ou alto peso molecular, dependendo da quantidade de vezes
gue seus mondmeros se repetem em sua cadeia. O peso molecular de uma
substancia pode afetar diretamente sua atividade, de tal modo que um mesmo
polimero tenha diferentes caracteristicas, quimicas e biolégicas, a depender da
quantidade de vezes que seus mondmeros se repetem em sua cadeia.

Referente a Qs, Garcia et al., (2020) demonstra que seu peso molecular
afeta sua atividade antimicrobiana em cepas de Sporothrix schenckii. Os
pesquisadores testaram Qs com baixo, médio e alto peso molecular, e concluiram
que a Qs de baixo peso apresenta a melhor CI50, além de reduzir biomassa e
adesividade do fungo.

Solubilidade é outro fator de extrema importancia que pode ser afetado pelo
peso molecular de um polimero. Quando apresenta um peso molecular baixo,
variando de 5000 — 10000 Da, ou 5 — 10 KDa, a Qs apresenta melhor solubilidade
devido a cadeias mais curtas que expde seus radicais amina. Esse tipo de
caracteristica € de extrema importancia em sistemas de vetorizacdo de

medicamentos (HOSSEINI-ASHTIANI; TADJARODI; ZARE-DORABEI, 2021).
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De acordo com Zhou et al., (2017), o peso molecular, densidade de
reticulacdo e hidrofilicidade de um polimero sdo determinantes para o tamanho do
poro no seu arcabougo. Quanto maior o peso molecular, tamanho das cadeias do
polimero, mais longo seréo os intervalos de contato entre seus radicais, 0 que leva
um maior tamanho de poro, iSsSO sugere uma razdo para que polimeros com
menores pesos moleculares tenham um tamanho de poro menor em seus
respectivos arcaboucos. Essas propostas foram apresentadas, também, por Santos
et al., (2019), que usou Qs e Qs despolimerizada (Qsdp) na formagédo de seus
arcaboucos de Qs e Alg, chegando a conclusdo de que as amostras com Qsdp

formavam arcaboucos com os menores tamanhos de poros.

4.4 RETICULACAO E INTERACAO ELETROSTATICA QUITOSANA-ALGINATO

Embora alguns desses polimeros interajam naturalmente, ha uma
necessidade de se firmar as ligacfes entre as cadeias para fortalecer sua estrutura
final, esse processo € chamado de reticulagdo, do inglés “cross-link”. Um agente
reticulador forma um brago quimico que liga de forma covalente duas estruturas,
firmando as cadeias laterais de polimeros, dificultando a sua degradacdo. Alguns
agentes reticuladores sdo amplamente conhecidos como acido tanico que usa de
interacOes hidrofobicas entre carbonos e hidrogénios para firmar as ligacdes entre
proteinas (PICCHIO et al., 2018) e glutaraldeido, sendo esse um agente reticulador
gue conhecidamente aumenta a toxicidade do suporte (LIU et al., 2008). Genipina
surge como uma opcao ndo téxica de agente reticulador, seus radicais tém a
capacidade de ligar nitrogénios de cadeias diferentes e firmar uma estrutura
guimica, mas seu uso ainda esta ganhando espaco (CUI et al., 2014). Outros
biopolimeros requerem estratégias diferentes de reticulacdo, o Alg é um exemplo de
reticulacdo por interacédo de cargas. Sendo um composto carregado negativamente,
esse polimero interage muito bem com ions positivos, e um conhecido agente
reticulador do Alg é o ion Ca?* (KUMAR; DWEVEDI; KAYASTHA, 2009).

A Qs é um biopolimero com varias possibilidades de reticulacdo, a
disponibilidade de nitrogénio na sua cadeia possibilita uma reticulagdo por genipina
(GONCALVES et al., 2017) e o uso de enzimas vem sendo bem explorado nos
altimos anos (CHOI et al.,, 2018a). Entretanto sua interagdo com o Alg ndo € via

formacdo de ligacbes covalentes, mas sim por interacdo eletrostatica entre os
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grupamentos de carga oposta, 0os acidos carboxilicos do Alg junto com as aminas da

Qs, formando pontes de hidrogénio.

4.5 TECNICAS DE FORMACAO DE ARCABOUCOS

A partir do uso desses materiais e suas respectivas caracteristicas, varias
metodologias foram criadas para confec¢ao de seus arcaboucos. Wan et al., (2003)
usa uma técnica que dissolve a forma quiral “L” do PLA (PLLA) 5% em solvente
organico e entao leva-lo ao vacuo por 48h em temperatura ambiente para formar um
filme que seréd usado para cultivo celular. Autores que usam colageno ou gelatina,
coldgeno hidrolisado, como material utilizam técnicas de mistura e lioflilizacdo para
formacao do arcabouco, com o uso de glutaraldeido como agente reticulador, (HAN
et al., 2014). Diferente de Han, Choi et al., (2018b) usa uma técnica enzimatica para
reticular seu arcabouco de gelatina e Qs, 0 uso de tirosinase permite dispensar o

glutaraldeido, o que propicia uma baixa toxicidade.

Outra técnica versatil utilizada na engenharia de tecidos € a eletrofiacédo, do
inglés “electrospinning”, uma solucao é alimentada por uma seringa chamada fieira e
uma alta tensdo é aplicada a ponta, essa tensdo gera um acumulo de repulsédo
eletrostatica que ejeta um fio de polimero. Uma placa ou haste com carga oposta
atrai as fibras de polimero formando uma estrutura altamente porosa
(RUJITANAROJ; PIMPHA; SUPAPHOL, 2008). O uso dessa técnica foi provado ser
eficaz por El-Assar et al., (2015), quando usada para formar uma mistura de polivinil,
diéxido de titanio e alguns outros materiais para formacdo de nanofibras aplicadas a

engenharia de tecido.

Uma das técnicas mais utilizadas para a confeccdo de arcaboucos de
biopolimeros é baseada em liofilizacdo. Liofilizacdo consiste no congelamento de
uma solucdo emulsificada e exposicdo ao vacuo para remocdo do gelo por
sublimacdo, assim possibilitando a obtencdo de um polimero seco e firme
(PROSAPIO; NORTON; MARCO, 2017). Essa técnica é amplamente utilizada para a
formacado de arcabougos como mostrado por (OLAD; FARSHI AZHAR, 2014,
ULLAH; ZAINOL; IDRUS, 2017).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

Neste trabalho foram usados Qs de médio peso molecular, Alg de sddio
foram obtidos através da Sigma Aldrich©. Préfiltro e filtros Millipore© 0,8 uM, &cido
acético, hidréxido de sodio, nitrito de sddio, cloreto de potassio, cloreto de célcio,
Fosfato de Potassio, acido cloridrico, entre outros de serdo de grau analitico. A
producéo dos arcaboucos, bem como os ensaios foram realizadas no Laboratorio de
Tecnologia em Biopolimeros (LTB), DHE-CB/UFPE.

As células Vero (linhagem continua de fibroblastos), provenientes do rim de
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), foram utilizadas para o ensaio de
adesdo e tém sido mantidas e armazenadas no Laboratério de Cultura de Tecidos
(LCT-DHE). Essa linhagem é recomendada para estudos de citotoxicidade e para

interacdes célula-substrato com biomateriais (WAN et al., 2003).
5.2 PURIFICAC}AO E DESPOLIMERIZAQAO DA QUITOSANA

A purificacdo da Qs foi realizada diluindo-a em acido acético 1% sob
agitacdo magnética constante por 16 horas, para uma concentracdo final de 1%. Foi
entdo filtrada em préfiltro 3,0 uM e em seguida filtro Millipore 0,8 uM. Posteriormente
foi ressuspensa pela adicdo de hidréxido de sodio 40% até atingir o pH 8,0. O
material suspenso foi centrifugado a 15000 rpm durante 20 minutos em temperatura
ambiente, em seguida foram realizadas trés lavagens com agua e uma com alcool a
15000 rpm por 20 minutos cada. Uma parte do material foi armazenada e a outra foi
levada para despolimerizacéo.

A Qs purificada foi ressolubilizada em acido acétido 1% por agitacao
magnética sendo sua concentracao final de 10 mg/ml. Foi adicionado Nitrito de sédio
0,1 M na solugéo na proporcéao de 200 pL para cada 4 ml de Qs 10 mg/ml durante
uma hora em temperatura ambiente. Apdés uma hora de reacdo a Qs
despolimerizada (Qsdp) foi precipitada com hidroxido de sodio a 40% e centrifuga a
15000 rpm por 20 minutos, em seguida foram realizadas trés lavagens com agua e
uma com alcool & 15000 rpm por 20 minutos (MAO et al., 2004).

Uma solugdo “estoque” de Qs purificada e uma despolimerizada foram
preparadas diluindo-a em acido acético 1% de modo que a concentragdo final seja

de 1,5%. Alg de soédio foi diluido em agua destilada para uma concentracao final de
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1,5%. As solucbes de Alg e Qs foram misturadas em concentracdes e proporcdes

diferentes para obtencéo de varias conformacgdes de arcabouco.

5.3 PREPARO DOS ARCABOUCOS EM CAMADA UNICA

Os arcaboucos de Qs e Alg foram preparados em diversas condi¢cdes, como
segue: As variaveis de formulacdo das solucbes base foram as concentracdes dos
biopolimeros, de modo que foram testadas concentracdes de 0,5, 1,0 e 1,5%, a
proporcao entre eles, que variava entre 2:1, 1:1 e 1:2 de Qs respectivamente em
relacdo ao Alg, que foi adicionado nas concentracdes de 0,75, 1,0 e 1,5%, e a Qs
que poderia ser despolimerizada ou ndo despolimerizada. Em um Becker, foi
adicionado 0,66 ml da solucdo de Qs, sendo adicionados 0,66ml da solucdo de Alg
na mesma concentracao e, por fim, mais 0,66 ml de Qs ou Alg, biopolimero que
equilibra a propor¢cédo desejada, sendo o volume final aproximadamente 2 ml. A
solucéo é agitada por 5 minutos em agitador magnético, depositada na placa de 24

pocos e entdo liofilizada por 5 dias.

5.4 PREPARO DOS ARCABOUCOS EM CAMADAS

Outra variavel estudada foi a formulagdo de um arcabouco em camadas,
semelhante ao apresentado por Algul et al., (2015). 0,66 ml de Qs ou Qsdp na
concentracdo de (0,5% e 1,5%) foi depositada na placa de 24 pocos e em seguida
congelada a -4° C por 30 minutos, em seguida uma camada de Alg (0,75% e 1,5%)
foi adicionada e congelada seguindo a mesma metodologia, e por ultimo uma
camada de quitosana, o produto final foi levado ao liofilizador (LU et al., 2018;
SAJESH et al., 2013).

5.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ARCABOUCOS

Os arcaboucgos foram levados a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
O material foi cortado em fragmentos de 1 mm de espessura e 5 mm de altura e
largura e coberto com uma fina camada de ouro paladio (J. S. CRUSCA, A. C. B.
OLIVEIRA, J. R. PERUSSI, 2014).
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A avaliacdo do tamanho do poro foi realizada com o auxilio do software
Image-J, durante a microscopia fotos foram tiradas aleatoriamente de sua estrutura,
no final 5 dessas fotos foram levadas ao software e em cada fotografia todos poros
tiveram seu maior diametro medido. O resultado da mensuracao foi transformado em
um grafico para avaliar qual a populacdo de didametro de poros mais presente

naquela conformacéo de arcabouco.

5.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS ARCABOUCOS

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
conduzida numa escala de 4000 a 500 cm™, com uma resolucdo de 2 cm?. O
intumescimento dos arcaboucos foi realizado depositando-os em Erlenmeyer com 5
mL de tampao de acido cloridrico e cloreto de potassio (pH 1,4), tampéo fosfato de
sédio (pH 7,2) e em &agua MilliQ (pH 6,93) todos na temperatura de 37°C, foram
avaliados os pesos apés de 30 minutos, uma hora, uma hora e meia, duas horas e a
cada 24 horas seguintes até um maximo de 96 horas. Para calcular o percentual de

absorcdo da agua foi usada a equacéo:

w1i-wo

wsw=( )x100
Onde Wsw é a porcentagem de absorcdo da agua, W1 é o peso do

arcabouco ap6s o intumescimento e WO € o peso do arcabouco seco (HUGLIN; LIU;
VELADA, 1997).

5.7 CULTURA DE CELULAS VERO

As células Vero foram descongeladas em banho-maria e posteriormente,
centrifugadas sob refrigeracdo. O pellete celular foi ressuspenso em meio DMEM
suplementado com 10 % de soro fetal bovino e mistura de antibiéticos (100 Ul de
penicilina e 100 um/mL de estreptomicina, Sigma®). As células foram cultivadas e
mantidas em estufa de CO2 a 5 %, 37 °C e 85 % de umidade controlada.
Posteriormente, foram contadas e plaqueadas (1 x 10° células/mL) em placas de

seis pocos contendo os arcaboucos de Qs e Alg. Para manutencdo da cultura e a
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garantia do estabelecimento das mesmas foram realizadas expansdes em garrafas

com 75 cm? livres de quaisquer biomateriais.

5.8 AVALIACAO DA DENSIDADE E SOBREVIVENCIA DAS CELULAS VERO

A contagem e a viabilidade das células em cultura foram realizadas com o
auxilio de camara hematimétrica. Apos a incubacédo (48 horas), uma aliquota da
suspensao de células foi retirada e diluida em Azul de Trypan (0,2 %, Sigma). As
células viaveis se apresentaram incolores e as inviaveis coradas no tom de azul
(BHATIA; YETTER, 2008).

5.9 ANALISE MORFOLOGICA DAS CELULAS VERO ADERIDAS AOS
ARCABOUCOS DE QUITOSANA E ALGINATO

A morfologia das células, aderidas aos arcaboucos tridimensionais de
Qs/Alg, foi avaliada com 72 horas de cultivo através de sistema video-microscopia
com o auxilio do microscépio invertido com contraste de fase LEICA (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma camera (MOTICAM BA 2000,
Campinas, Brasil). Fotografias digitais foram realizadas utilizando-se o software

Motic Images Plus 2.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PREPARO DOS ARCABOUCOS

O processo de liofilizacdo resultou em uma estrutura semelhante a uma
esponja, de cor amarelada que altera de intensidade conforme a metodologia
aplicada (Figura 1). Foi constatado que algumas formulacbes de arcabouc¢os néo
formaram uma estrutura firme e se desfizeram ao toque, outras apresentavam
coagulos ou precipitados, esses arcaboucos foram descartados. Esses efeitos
provavelmente ocorreram devido a interacao entre os dois polimeros ndo ser forte o
suficiente para manter uma estrutura tridimensional estavel e/ou pela baixa

concentragéo aplicada.

Figura 1: Arcabougos pds-liofilizagdo. A) Placa de 24 pocos contendo as formulacdes de
arcaboucos nas colunas 1 e 2 da placa estdo a formulagdo Qsdp 1,5% Alg 1,5% 2:1, nas
colunas 3 e 4 Qs 1,5% Alg 1,5% 2:1, nas colunas 5 e 6 estdo as formulagbes em camadas
Qs 1,5% Alg 1,5% Qs 1,5% e na D6 um arcabougo de alginato puro. B) acabouco Qs 1,5%
Alg 1,5% 2:1 viséo superior. C) arcabouc¢o Qs 1,5% Alg 1,5% 2:1 visao lateral.

Nota-se que apenas arcabougos em camada Unica com concentracdo maior
que 1% de polimero formaram suportes satisfatorios. Aqueles em camadas triplas
conseguiram manter sua estrutura mesmo em concentracdes menores que 1%.

Foi notado que as proporcdes de 1:1 de polimero nédo formaram arcaboucos
estaveis apods a liofilizagcdo. As demais analises ndo mostraram correlagdo entre a
proporcdo dos polimeros do arcaboucos e suas caracteristicas fisico-quimicas.

Assim, apenas as amostras selecionadas (Tabela 1) seguiram para as analises.
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Tabela 1: Formulag¢des dos arcaboucos selecionados para as analises.

FORMULAGAO QS (%) Alg (%) PROPORGAO |
CAMADA UNICA

Qsdp 1,5 % 1,5 - -
Qs 1,5%

Qs1%Algl% 1 1 1:2
Qsdp 1% Alg 1 % 1 1 1:2
Qs 1,5% Alg 1,5 % 1,5 1,5 2:1
Qsdp 1,5 % Alg 1,5 % 1,5 1,5 2:1
CAMADA TRIPLA

Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp0,5% 0,5 0,5 -
Qs 1,5% Alg 1,5 % Qs 1,5 % 1,5 1,5 -

6.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O MEV foi utilizado para caracterizar morfologicamente os arcabou¢os como
tamanho e interconexéo dos poros. Segundo Kim et al., (2015), um arcabouco ideal
para o cultivo celular tem poro médio que varia de 100 - 400 um. Um arcabouco
eficiente para cultivo celular tem alta porosidade e poros interligados entre si que
aumentam a resposta bioldgica e a adesdo da célula a estrutura (ALGUL et al.,
2015; SANTOS et al., 2019). As imagens sugerem que as amostras de arcaboucos
despolimerizados (Figuras 2 e 4) tém uma maior populacdo de poros e um menor
diametro como observado nas amostras Qsdp 1% Alg 1% 1:2 e Qsdp 1,5% Alg
1,5%, em comparacao com suas contrapartes nao despolimerizadas (Figuras 3 e 5).
Uma importante conjectura sobre o0s arcaboucos obtidos € que tanto a concentracéo
de polimero quanto o tamanho de cadeia afetam sua estrutura, tamanho de poro,
que variaram de 10 a 600 um, e porosidade. Resultados semelhantes foram
encontrados por Yang et al., (2010), que notou que os poros de seu arcabouco de
Qs aumentavam na medida em que diminuia a concentragdo do polimero, enquanto
uma concentracdo de 1,25 % gerava uma populacdo de poros média de 100 pm,
uma concentracdo de 1,8 % formava uma populacdo de poros média de 50 um.
Logo a metodologia aplicada nesse trabalho permite uma grande maleabilidade do

arcabouco, podendo ser moldado de acordo com a sua funcao proposta.



26

150 +
130

110

50 -
30 -
-
| 1N .

-10 - 1-99| 100-199| 200-299| 300 - 399| 400 - 499
Diametro (um)

Quantidade
~
o

| X602 BB mm ‘ fml':Ruz—ﬁe y 150y % e
3 : AN For bl /4 ;

Figura 2: Analise morfolégica do arcabouco Qsdp 1% Alg 1% 1:2. O grafico refere-se a
distribuicdo dos didmetros dos poros do arcabouco. Escala de 200 um na figura da esquerda
e de 100 um na figura da direita.
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Figura 3. Andlise morfolégica do arcabouco Qs 1% Alg 1% 1:2. O gréfico refere-se a
distribuicdo dos diametros dos poros do arcabouco. Escala de 200 um.
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Figura 4. Andlise morfolégica do arcabouco Qsdp 1,5% Alg 1,5% 2:1. O gréfico refere-se a
distribuicdo dos didmetros dos poros do arcabouco. Escala de 200 pum.
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Figura 5: Analise morfolégica do arcabouco Qs 1,5% Alg 1,5% 1:2. O grafico refere-se a
distribuicdo dos diametros dos poros do arcabouco. Escala de 200 um na figura da esquerda
e 500 um na figura da direita.

Ainda ressalta-se a amostra Qs 1,5% Alg 1,5% Qs 1,5% (Figura 7), que em
comparacao com a amostra Qsdp 1,5% Alg 1,5% Qsdp 1,5% (Figura 8), arcabougos
em camadas, apresentou uma populacdo mais heterogénea de poros, assim como

poucas evidéncias de interconexao entre eles.

A concentracao influencia no MEV de modo que os arcaboucos preparados
com menos de 1% de polimero demonstraram uma porosidade insatisfatoria, tendo
uma populacédo aleatoriamente distribuida e poros pouco interconectados (dados

ndo apresentados). Os poros das amostras produzidas na concentracdo de 1% ou
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mais dos polimeros se mostraram promissoras, no caso dos arcaboucos em camada
dnica.

Os arcaboucos em tripla camada demonstraram uma porosidade maior
gquando comparados aqueles constituidos com camada uUnica. Quando em menor
concentracdo (Figura 6), notou-se que a formulacdo Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp
0,5% apresentou uma maior populacdo de poros, com uma predominancia no
intervalo de 01-99 um de didmetro; enquanto a formulacdo Qsdp 1,5% Alg 1,5%
Qsdp 1,5% (Figura 8) mostrou uma menor quantidade de poros, além de apresentar
poros alongados, com populacdes de diametros variados e poucos sinais de

interconexao.
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Figura 6: Analise morfologica do arcabouco em camadas Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp 0,5%.
O grafico refere-se a distribuicdo dos diametros dos poros do arcabouco. A) Camada de
quitosana B) Camada de alginato. Escala de 200 um.
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Figura 7: Analise morfologica do arcabougco em camadas Qs 1,5% Alg 1,5% Qs 1,5%. O
gréfico refere-se a distribuicao dos diametros dos poros do arcabouco. A) Camada de
quitosana B) Camada de alginato. Escala de 200 pm.
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Figura 8: Andlise morfolégica do arcabouco em camadas Qsdp 1,5% Alg 1,5% Qsdp 1,5%.
O gréafico refere-se a distribuicdo dos didmetros dos poros do arcabougo. A) Camada de
quitosana B) Camada de alginato. Escala de 200 pum.

Interconectividade é uma caracteristica fundamental para a formagéo de um
arcabouco para crescimento celular ideal (OTSUKI et al., 2006). E possivel notar
qgue algumas amostras (Figuras 2, 4, 5, 6 e 8) demonstram alta interconectividade

sugerindo uma promissora aplicacdo para suporte de crescimento celular.

6.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Os picos caracteristicos da Qs sdo exibidos na faixa de 1642 cm* (amida-l)
e um pico médio e agudo a 1123 - 1127 cm, também observados no Alg, indica
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ligacdes C-C como descrito por Sartori et al., (1997) (Figura 9). O pico a 1490 cm™

no Alg corresponde as ligacdes -COOH.

O espectro de FTIR demonstrou uma alteragéo no perfil da Qsdp em relacéo
a Qs na faixa de 3294 cm™ essa faixa € representativa das ligagées -OH, e a
intensificacdo do pico 1717 cm? representante das ligacbes C=0, essas
intensificacdo dos picos sdo esperadas em uma amostra despolimerizada como

evidenciado por Mao et al., (2004) (Figura 9).
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Figura 9: Espectros de FTIR referente aos pds das amostras dos biopolimeros Alg (azul),
Qsdp (vermelho), Qs (preto).

Nas amostras dos arcaboucos, os picos de amida | (1670 e 1674 cm™) e da
carboxila (1494 cm™) estdo intensificados, assim como os picos a 3280 cm, com
uma discreta alteracdo na localizacédo. As alteragdes sugerem uma interacéo ionica
entre os dois polimeros, onde 0s grupamentos carregados negativamente do Alg
(COOH-) interagem com os grupamentos positivos da Qs (-NHz2) como sugerido por
Li et al., (2005) (Figura 10).

O espectro de FTIR ndo demonstrou nem uma diferengca em relagdo as

amostras independente de sua concentracdo (dados nao apresentados).
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Figura 10: Espectros de FTIR referente as amostras dos arcaboucos Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2
(vermelho) e Qs 1 % Alg 1 % 1:2 (preto).

6.4 INTUMESCIMENTO

A capacidade de absorcdo de agua € uma propriedade fundamental nas
funcdes de difusdo e absorcédo de liquidos do arcabouco (OLAD; FARSHI AZHAR,
2014). E notada uma correlacdo com a despolimerizagdo e sua capacidade de
intumescimento (Figuras 11 e 12), os arcaboucgos ndo despolimerizados mostraram
maior capacidade de absorcdo e retencdo de &gua em relacdo aos
despolimerizados, tendo a amostra Qs 1% Alg 1% 1:2 atingindo mais de 8000% de
intumescimento, contrastando com sua forma despolimerizada, as amostras
demonstraram maior intumescimento em pH 1,4 em comparagédo com pH 7,2. Esse
comportamento era esperado, devido ao PKa da quitosana (5,5) e do alginato (2,5),
gue afetam a solubilidade e permeabilidade do arcabouco. Resultados semelhantes
foram encontrados por Barroso et al., (2014), onde os arcaboucgos de Qs 1,5 % e
colageno 1,5 % reticulado com glutaraldeido sofreram maior intumescimento em pH
5,0 em relacdo ao pH 7,4. Evidencia-se também que o arcabouco de Qsdp pura

(Figura 11 a direita) ndo manteve sua integridade, dissolvendo completamente no
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pH 7,2. Os arcaboucos em camadas tiveram um comportamento semelhante
independente de sua despolimerizacéo (Figura 11)

O intumescimento das amostras demonstrou uma leve diferenca de
comportamento em relagcdo a concentracdo dos arcaboucos. Os arcaboucos com
concentracdo de 1% demonstraram maior afinidade pelo pH mais acido (Figura 11),
ja os arcaboucos produzidos com 1,5% de polimero tém uma afinidade semelhante
entre diferentes faixas de pH (1,4 e 6,93). Ambos ainda com maior afinidade por pH
acidos (Figura 12).
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Figura 11: Comparagdo dos instumescimentos dos arcaboucos baseados apenas em Qs e
Qsdp. A esquerda arcabouco de Qs 1,5 % n&o despolimerizados; A direita arcabouco de Qs
1,5 % Despolimerizado. Linha preta pH acido (1,4); Linha vermelha pH levemente alcalino
(7,2).
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Figura 12: Comparacdo dos instumescimentos dos arcaboucgos baseados em Qs e Alg 1 %.
A esquerda arcabouco de Qs 1 % Alg 1 % 1:2 ndo despolimerizados; A direita arcabouco de

Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2 Despolimerizado. Linha preta pH &cido (1,4); Linha Vermelha pH
levemente acido (6,93); Linha azul pH levemente alcalino (7,2).
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Figura 13: Comparacdo dos intumescimentos dos arcaboucos de Qs e Alg 1,5 %. A
esquerda arcabouco de Qs 1,5 % Alg 1,5 % 2:1 ndo despolimerizados; A direita arcabouco
de Qsdp 1,5 % Alg 1,5 % 2:1 Despolimerizado. Linha preta pH acido (1,4); Linha Vermelha
pH levemente &cido (6,93); Linha azul pH levemente alcalino (7,2).
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Figura 14: Comparacgéo dos intumescimentos dos arcabougos em camadas Qs 0,5 % e Alg
0,75 %. A esquerda arcabouco de Qs 1,5 % Alg 1,5 % Qs 1,5 % n&o despolimerizado; A
direita arcabouco de Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp 0,5 % despolimerizados. Linha preta pH
acido (1,4); Linha Vermelha pH levemente acido (6,93); Linha azul pH levemente alcalino
(7,2).

6.5 ENSAIO DE ADESAO CELULAR

Duas amostras dos arcaboucos foram utilizadas no ensaio de adeséao celular
com ceélulas Vero (Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2 e Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp 0,5 %). Os
arcaboucos foram selecionados emcom base nos ensaios de intumescimento e das

caracteristicas estruturais avaliadas através da MEV.

Na figura 15, observamos que as células Vero, em contato com o arcabouco
de tripla camada e baixa concentragéo de polimeros (Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp
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0,5 %), proliferaram e com 72 horas de cultivo encontravam-se aderidas ao
biomaterial, que apresentou uma maior populacdo de poros e interconectividade
entre eles num prévio estudo com MEV. Areas transversais do arcabouco foram
observadas através de microscépio invertido com contraste de fase e revelaram a
presenca de células Vero aderidas e alinhadas a disposi¢cdo das fibras poliméricas
da estrutura analisada (Figura 15 A, B, D e F); assim como agrupamentos celulares

interconectados, possivelmente em fungéo da presenca de poros (Figura 15 C e D).

Patel et al. (2008) referem que as dimensbes macroscopicas e
microscopicas dos arcaboucos, assim como o0 diametro dos poros nesses
biomateriais, influenciam no comportamento celular com importantes repercussdes
no transporte de nutrientes e consequentemente, na formacao de um tecido, quando
aplicaveis a engenharia de tecidos. Todavia, apenas a presenca de poros no
arcabouco com dimensdes apropriadas para o crescimento tecidual ndo é suficiente;
0s poros também necessitam ser abertos e interconectados (KIDOAKI;, KWON;
MATSUDA, 2005).

A interconectividade entre os poros, demonstrada pela disposicdo das
células Vero na Figura 15 (C e D), € uma das principais caracteristicas da
porosidade e tem sido demonstrada em varios estudos, como sendo responsavel
pela manutencdo e crescimento dos tecidos, pelo transporte de nutrientes e
drenagem de liquidos intersticiais (JONES et al., 2007; KUBOKI et al., 1998;
OTSUKI et al., 2006; PATEL et al., 2008; RATNER, 2004).

Os resultados da andlise via MEV com relagdo a avaliacdo do compdsito
(Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp 0,5%) revelaram uma maior populacdo de poros e
corroboram com o estudo realizado por de Algul et al., (2015), que referiram ser um
arcabouco ideal para a cultura de células, aquele com maior porosidade, presenca
de poros interconectados e de diferentes tamanhos; capazes de promover a adesao

celular e consequentemente influenciar na resposta biologica.

A andlise do arcabougo de camada unica (Qsdp 1% Alg 1% 1:2) por meio
da microscopia invertida com contraste de fase revelou estruturas circulares
semelhantes a anéis (Figura 16), possivelmente devido ao entrelacamento dos fios

de polimero durante o processo de confeccédo do biosuporte. Nesse arcabouco, as
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células Vero apresentaram-se aderidas formando conglomerados isolados em

determinadas regifes das fibras poliméricas.

O arcabouco de tripla camada e baixa concentracdo de polimero (Qsdp 0,5
% Alg 0,75 % Qsdp 0,5 %) promoveu melhor adeséo e proliferacdo das células Vero,
quando comparado ao arcabouco de camada Unica (Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2).
Possivelmente, a capacidade de intumescimento dos arcaboucos tenha consideravel
influéncia no processo de adesdo das células. De acordo com Thien-Han; Misra,
(2009), a absorcédo de agua facilita a infiltracdo das células dentro dos arcaboucos
durante o procedimento de cultura; maximiza a adesao celular; aumenta o tamanho
do poro e a porosidade total do arcabouco incrementando a area interna dos
mesmos, 0 que contribui para o crescimento celular e favorece o transporte de

nutrientes e residuos metabolicos.
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Figura 15: Fotomicrografias de células Vero cultivadas por 72h em contato com o
arcabouco Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp 0,5 %, observadas através de microscopio invertido
com contraste de fase. A, B, D e F: notam-se aglomerados de células arredondadas
aderidas e alinhadas em funcéo da disposicdo das fibras poliméricas (setas brancas longas);
em, C e D: denota-se com precisdo células interconectadas (estrelas) e em E: devido ao
desalinhamento das fibras, observam-se células num arranjo em roseta (setas pretas
grossas). Magnitude das imagens: aumento de 100x (A, C e E); aumento de 400x (B, D e
F). Os asteriscos indicas as fibras poliméricas.
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Figura 16: Fotomicrografias de células Vero cultivadas por 72h em contato com o
arcabouco Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2, observadas através de microscopio invertido com
contraste de fase. A, B, C, D e F: observam-se fibras poliméricas em arranjos circulares
(setas pretas e finas) e filamentosos (asteriscos); em D, E e F: notam-se células Vero
formando aglomerados isolados e aderidas firmemente as fibras poliméricas (setas pretas e
alongadas). Magnitude das imagens: aumento de 100x (A, C e E); aumento de 400x (B, D e
F).
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7. CONCLUSAO

A metodologia empregada para o preparo dos arcaboucos se provou eficaz
e foram obtidos materiais com estruturas porosas e interconectadas. A
caracterizagdo fisico-quimica via FTIR dos arcaboucgos produzidos revelou a
interacdo entre os polimeros utilizados, Qs e Alg, e o processo de despolimerizagédo
além de bem sucedido, ndo alterou o espectro da Qsdp em relacdo a Qs. O ensaio
de intumescimento demonstrou grande potencial de absorcdo em todas as amostras
testadas, além de alta afinidade por ambientes acidos. As imagens de MEV
mostraram que as amostras testadas apresentam poros de tamanho adequado,
além de interconectividade e sugerem que o processo de despolimerizacdo aumenta
a porosidade dos arcaboucos. Ambas as amostras de arcabou¢os demonstraram-se
eficientes em promover a adeséo celular e as microfotografias da amostra Qsdp 0,5
% Alg 0,75 % Qsdp 0,5 % mostraram que o suporte promove a ampla colonizacéo
pelas células Vero. A composicdo quimica, a identificacdo de poros e a confirmacéao
da biocompatibilidade indicam que os arcaboucos produzidos pela metodologia
proposta podem ter amplo potencial de aplicacédo na engenharia de tecidos e mais
estudos devem ser realizados para garantir a aplicabilidade desses novos

biosuportes.
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