
 
 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MORFOTECNOLOGIA 

 

 

 

ABRAÃO ÍTALO LIMA DOS SANTOS 

 

 

 

 

 

 

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE ARCABOUÇOS A BASE DE 

QUITOSANA E ALGINATO PARA CULTURA DE CÉLULAS VERO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2021 



 
 

ABRAÃO ÍTALO LIMA DOS SANTOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE ARCABOUÇOS A BASE DE 

QUITOSANA E ALGINATO PARA CULTURA DE CÉLULAS VERO  

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Morfotecnologia do 
Centro de Biociências da Universidade 
Federal de Pernambuco, como requisito 
parcial para obtenção do título de Mestre 
em Morfotecnologia. 
 
Área de concentração: Morfologia e 
Inovação Tecnológica.  
 

Orientadora: Profa. Dra Rosa Valéria da Silva Amorim 

Coorientadora: Profa. Dra. Paloma Lys de Medeiros 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2021 



Catalogação na fonte: 
Bibliotecária Claudina Queiroz, CRB4/1752 

 
 Santos, Abraão Ítalo Lima dos                                                 

      Desenvolvimento e caracterização de arcabouços a base de 

quitosana e alginato para cultura de células vero / Abraão Ítalo Lima 
dos Santos - 2021. 

        51 folhas: il., fig., tab. 
 

          Orientadora: Rosa Valéria da Silva Amorim   
          Coorientadora: Paloma Lys de Medeiros       

               Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco. 
Centro de Biociências. Programa de Pós-Graduação em 
Morfotecnologia.  Recife, 2021. 

 
Inclui referências. 

 
                1. Arcabouço 2. Engenharia de tecidos 3. Adesão celular                        

 I. Amorim, Rosa Valéria da Silva (Orientadora) II. Medeiros, Paloma 
Lys de (Coorientadora) III.Título 
 
 

             571.538     CDD (22.ed.)                                     UFPE/CB-2021-373 
             
 

 

 



ABRAÃO ÍTALO LIMA DOS SANTOS 

 

"DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE ARCABOUÇOS A BASE DE 

QUITOSANA E ALGINATO PARA CULTURA DE CÉLULAS VERO " 

 
 
Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Morfotecnologia da 
Universidade Federal de Pernambuco, 
como requisito parcial para a obtenção do 
título de mestre em Morfotecnologia.  

 
 
Aprovada em:        
 
 
 

BANCA EXAMINADORA 
 

 
 

________________________________________ 
Profa. Dra. Rosa Valéria da Silva Amorim    

(Orientador) 
Universidade Federal de Pernambuco 

 
 
 

_________________________________________ 
Prof. Dr. Jeymesson Raphael Cardoso Vieira 

(Examinador Interno) 
Universidade Federal de Pernambuco 

 
 
 

__________________________________________ 
Profª. Drª. Luciana Maria Silva de Seixas Maia 

(Examinadora Externa) 
Universidade Federal de Pernambuco 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A conclusão deste trabalho resume-
se em dedicação, dedicação que meu 
pai teve ao longo dos anos, a quem 
dedico este trabalho. 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço aos meus pais pelo apoio incondicional durante todos os anos de 

curso. 

Agradeço aos meus amigos pelos ombros e pelas risadas, nos melhores e 

piores momentos. 

Agradeço a professora Rosa Valéria, orientadora, pelos cinco anos de 

auxílio no caminho que eu decidi seguir. 

Agradeço a professora Paloma de Medeiros Lys, pelo enorme apoio com o 

cultivo celular e a disponibilidade e paciência para ensinar. 

Agradeço aos meus colegas de laboratório, por se disponibilizarem a ajudar 

mesmo quando seus próprios trabalhos seguiam atrasados. 

Agradeço também a todos que ajudaram de forma indireta, sendo com apoio 

emocional ou conhecimento que se aplicou ao projeto. 

   

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Julgue os homens mais pelas suas perguntas do que pelas suas respostas” 

- Voltaire 



 
 

RESUMO 

Arcabouços são estruturas que simulam a matriz extracelular e podem ser utilizados 

como novos suportes em culturas de células, revelando vasta aplicação para a 

engenharia de tecidos. O principal objetivo do presente trabalho foi desenvolver e 

caracterizar arcabouços à base de quitosana (Qs) e alginato (Alg) e avaliar a 

biocompatibilidade desses em cultura de células Vero. Para obtenção de arcabouços 

funcionais foram utilizados os biopolímeros de Qs e Alg, tendo sido alterada as 

diversas características dentre as formulações estudadas, como as concentrações 

dos polímeros (0,5% a 1,5%), as proporções entre eles (1:1, 2:1, 1:2) e o peso 

molecular da Qs. Os arcabouços foram caracterizados por espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e grau de intumescimento. A biocompatibilidade foi avaliada 

através de um ensaio de adesão com células Vero. De acordo com os resultados, o 

FTIR demonstrou que a despolimerização altera o espectro de absorbância da Qs a 

3294 cm-1 referente aos alongamentos de –OH, mas não altera seus picos 

característicos de amina primária, nem seu grau de deacetilação. Em função do tipo 

de arcabouço produzido, a MEV revelou alterações no tamanho da população 

predominante de poros das amostras, que variaram de 10 a 600 µm. A capacidade 

de intumescimento da maioria das amostras foi maior em pH ácido (1,4), em 

comparação com outras faixas de pH (6,93 e 7,2). Os arcabouços 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 o ensaio 

de adesão com células Vero e revelaram ótima biocompatibilidade. Assim, 

arcabouços de Qs e Alg se demonstram ser uma boa alternativa para cultivo de 

células VERO em ambiente tridimensional apresentando, também, grande potencial 

como curativos.   

 

Palavras-chave: arcabouço; engenharia de tecidos; adesão 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 µm. 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. INTRODUÇÃO 

Arcabouços de biopolímeros são estruturas tridimensionais para fixação e 

crescimento celular, e suas características podem ser aplicadas em muitas áreas 

além da engenharia de tecidos, como veiculação de drogas, cultura de células e 

como modelo para tratamento de câncer e curativos para feridas (INTINI et al., 2018; 

KIEVIT et al., 2010). Sua estrutura tridimensional simula uma matriz extracelular 

saudável e permite que a célula se fixe e cresça, além de possibilitar a adsorção de 

água em sua estrutura, mantendo-a estável, (BANKOTI et al., 2017; HAN et al., 

2010). Para atingir este objetivo é necessário que o arcabouço seja derivado de um 

material não tóxico, estável em ambientes úmidos, biodegradável e biocompatível.  

A cultura de células é uma técnica que visa o crescimento de células e 

tecidos, humanos ou de animais, em uma superfície bidimensional; sendo muito 

utilizada na rotina de alguns laboratórios (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 

relação ao ambiente tridimensional natural de uma célula eucariótica animal, que 

não cresce em uma superfície bidimensional, mas sim cercada por sua matriz 

extracelular, em um ambiente tridimensional (MAHMOUDZADEH; 

MOHAMMADPOUR, 2016).  

Essa drástica mudança no ambiente da célula altera sua morfologia, seu 

fenótipo, sinalizando que a sua expressão gênica está comprometida, assim culturas 

bidimensionais tendem a oferecer resultados menos precisos em relação a testes in 

vivo (KIEVIT et al., 2010; MCBANE et al., 2012). Tendo em vista estas limitações, o 

conceito de cultivo celular em modelo tridimensional passou a ganhar bastante 

destaque e com isso houve o surgimento de várias ferramentas que possibilitam sua 

aplicação, dentre elas os arcabouços (DHIMAN; RAY; PANDA, 2005). 

Os arcabouços estão entre os componentes essenciais para o processo de 

regeneração, servindo como carreadores ou suportes para interações celulares, 

proporcionando ambiente semelhante ao da matriz extracelular (FOMBY et al., 2010; 

KONG et al., 2006; RAMAY; ZHANG, 2003). 

A quitosana (Qs) é um biopolímero amplamente estudado, possuindo várias 

características adequadas ao desenvolvimento de um arcabouço, além de 

apresentar atividade antimicrobiana e capacidade de mimetizar atividades 
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semelhantes às dos glicosaminoglicanos, como adesividade e capacidade de 

ligação a fatores de crescimento. Ademais, grupos funcionais aminos na Qs podem 

fornecer locais para fatores de ancoragem celular como oligopeptídeos, (GHOSAL et 

al., 2019a). No entanto, o arcabouço de Qs tende a ser instável, dependendo das 

condições ambientais em que é encontrado. Para dar maior estabilidade ao 

arcabouço é necessário uma alteração em sua estrutura, firmando as cadeias de Qs 

em condições adversas, como pH ácido, (BANKOTI et al., 2017; SORIANO-RUIZ et 

al., 2019; XU et al., 2019). 

Alginato (Alg) é um biopolímero que tem sido amplamente descrito na 

literatura e sua interação com a Qs é bem conhecida, compartilhando de várias 

características em comum, como biocompatibilidade, baixa toxicidade e 

degradabilidade; além do que, esses polímeros caracterizam-se por interagirem 

devido a oposição de cargas (SHAMEKHI et al., 2017). A união dos dois polímeros 

(Alg e Qs) forma um hidrogel, que é um bioproduto que vem, a cada ano, 

despertando mais interesse dos pesquisadores por suas aplicações; tanto com 

relação à capacidade de liberação de bioativos, quanto ao seu potencial na 

engenharia de tecidos (SORIANO-RUIZ et al., 2019; XU et al., 2019). 

Os arcabouços de Qs e Alg têm demonstrado potencial aplicabilidade como 

biomateriais para a cultura de células, e possivelmente essenciais para o processo 

de regeneração, servindo como carreadores ou suportes para as interações 

celulares, proporcionando um ambiente semelhante ao da matriz extracelular 

(FOMBY et al., 2010; KONG et al., 2006; RAMAY; ZHANG, 2003); além do que, sua 

aplicação em outras áreas tem sido bastante promissora, como na engenharia de 

tecidos, como vetorização de medicamentos ou podendo ser utilizados como 

curativos bioativos. Neste trabalho, objetivamos desenvolver e caracterizar um 

arcabouço baseado em Qs e Alg por um processo simples de formulação, analisar o 

efeito do grau de despolimerização da Qs nas propriedades do arcabouço e avaliar 

sua biocompatibilidade a partir de ensáios de adesão com células Vero, visando-se 

estimular a produção um novo suporte tridimensional com aplicabilidade para 

engenharia de tecidos. 
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1. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver e caracterizar, físico-química e biologicamente, arcabouços 

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

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Purificar a Qs, através de centrifugações. 

• Despolimerizar a Qs, através de um processo de degradação oxidativa 

baseada em nitrito. 

• Desenvolver um suporte tridimensional (arcabouço), utilizando Qs, 

despolimerizada e não despolimerizada, e Alg. 

• Caracterizar as interações químicas dos arcabouços por espectroscopia de 

FTIR. 

• Caracterizar as propriedades morfológicas, tamanho de poros dos 

arcabouços por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). 

• Caracterizar as propriedades físicas, capacidade de absorção de água dos 

arcabouços, através de ensaios de intumescimento. 

• Avaliar a influência da despolimerização da Qs na elaboração dos arcabouços 

e aplica-los na cultura de células Vero. 

• Avaliar a biocompatibilidade do arcabouço de Qs e Alg através do ensaio de 

adesão com células Vero. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Além da aplicação como suporte para a cultura de células, os arcabouços 

vêm ganhando espaço em várias áreas da ciência de engenharia de tecidos. Dentro 

das aplicações mais promissoras dos arcabouços de biopolímero está o uso como 

enxerto em feridas, (GHOSAL et al., 2019b). Por apresentar características como, 

biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, biorreabsorção, e alta capacidade de 

intumescimento, os arcabouços promovem uma ótima cobertura para queimaduras e 

lesões 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 há cerca de 300.000 mortes por queimaduras no mundo, Identificar e tratar 

infecções são cuidados básicos com vítimas de queimaduras e o uso de arcabouços 

como cobertura para feridas pode ser uma ferramenta promissora para reduzir o 

risco de infecções em um paciente tão vulnerável quanto um queimado, (KRUSE et 

al., 2018). 

Os tratamentos atuais para feridas e queimaduras consistem na cobertura 

da área lesada por bandagens e curativos que impedem o contato do tecido lesado 

com o ambiente contaminado, e em determinados casos utiliza-se do autoenxerto de 

pele. Infelizmente o uso desses enxertos podem provocar cicatrizes indesejáveis, 

(PAYNE et al., 2017). O uso de arcabouços para como cobertura de feridas pode 

melhorar o processo de cicatrização do paciente, sendo capazes de mimetizar a 

estrutura da matriz extracelular, esses suportes são ideais para o crescimento e 

diferenciação das células, como fibroblastos, e sua ampla variedade de materiais 

providenciam uma enorme biblioteca de radicais químicos que podem ser 

modificados de acordo com a necessidade do tecido lesado, (BANKOTI et al., 2017).  

Na engenharia de tecidos, a adesão celular a uma superfície é essencial, 

pois a adesão ocorre antes de outros eventos, como disseminação celular, migração 

celular e função celular diferenciada. A adesão celular está intimamente ligada às 

propriedades de superfície do material ou arcabouços. A adesão de células à 

substratos sólidos é influenciada pelas propriedades da superfície do substrato, 

como intumescimento, carga de superfície, rugosidade e topografia (WAN et al., 

2003). 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

4.1 ARCABOUÇOS E ENGENHARIA DE TECIDOS 

A engenharia de tecidos é uma área multidisciplinar da biotecnologia, suas 

pesquisas mais aplicadas visam à criação e/ou restauração de tecidos e órgãos 

perdidos por um indivíduo, assim como a compreensão da interação célula-matriz 

extracelular e estímulos de crescimento tecidual (HAN et al., 2010). Esse ramo da 

biociência vem ganhando espaço conforme a descoberta de novas ferramentas, 

como réplicas estruturais tridimensionais de matrizes extracelulares que permitem a 

adesão, crescimento e diferenciação do tecido, essa estrutura é chamada de 

arcabouço. 

Os arcabouços 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 

fenotípico mais semelhante ao seu original. Apesar de sua aplicabilidade ter 

ganhado muito espaço recentemente, a metodologia para a produção dos 

arcabouços é antiga, desde o final da década de 80 cientistas vêm descrevendo 

processos para a sua produção (SIMON, 2017).  

Vários materiais podem ser usados para formar um arcabouço, contudo eles 

precisam se adequar a sua aplicabilidade. Para cultivo celular é importante que o 

material aplicado seja biocompatível, biodegradável, não tóxico, e com 

características químicas e físicas que permitam à célula exercer suas funções 

básicas e que tenham maior semelhança ao seu ambiente natural possível (HAN et 

al., 2014).  

4.2 BIOPOLÍMEROS APLICADOS À ENGENHARIA DE TECIDOS  

Polímeros como poliácido lático (PLA), colágeno e alguns poliésteres são 

candidatos clássicos quando se trata de material para confecção de arcabouços 

para o cultivo de células e aplicações em engenharia de tecidos, esses polímeros 

naturais apresentam uma maior biocompatibilidade que os sintéticos e são 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 

biopolímeros que se destacam são Qs e Alg, amplamente usados em pesquisas 

esses dois polímeros têm todas as características básicas que os arcabouços 
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necessitam para engenharia de tecidos, além de a Qs ser conhecida por sua 

atividade antimicrobiana e ter como característica o fato de grupos químicos 

semelhantes à glicosaminosglicanos, que providenciam características como 

adesividade e capacidade de ligação a fatores de crescimento, os grupamentos 

aminofuncionais da Qs podem providenciar sítios de ancoramento de fatores como 

oligopeptídeos (SHAMEKHI et al., 2017). 

4.3 PESO MOLECULAR E SEU EFEITO SOBRE A QUITOSNA 

Peso molecular é, essencialmente, uma forma de denotar-se a quantidade 

de matéria em uma substância. Embora nunca tenha sido reconhecido pela 

conférence générale des poids et measures, o Dalton (Da) é a unidade que está 

associada ao peso molecular, massa atômica, de uma substância, também pode ser 

expressa como a unidade internacional (U), essa comumente associada a proteínas. 

O Dalton é o equivalente à g/mol e pode ser encontrada como KDa, kilodalton, 

quando as escalas são muito grandes. Polímeros são substâncias que têm a 

característica de se ligar a si mesma “n” vezes, e podem apresentar 

subclassificações de acordo com sua massa atômica, podendo ser caracterizados 

como de baixo, médio ou alto peso molecular, dependendo da quantidade de vezes 

que seus monômeros se repetem em sua cadeia. O peso molecular de uma 

substância pode afetar diretamente sua atividade, de tal modo que um mesmo 

polímero tenha diferentes características, químicas e biológicas, a depender da 

quantidade de vezes que seus monômeros se repetem em sua cadeia.  

Referente à 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 concluíram 

que a Qs de baixo peso apresenta a melhor CI50, além de reduzir biomassa e 

adesividade do fungo. 

Solubilidade é outro fator de extrema importância que pode ser afetado pelo 

peso molecular de um polímero. 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 expõe seus radicais amina. Esse tipo de 

característica é de extrema importância em sistemas de vetorização de 

medicamentos (HOSSEINI-ASHTIANI; TADJARODI; ZARE-DORABEI, 2021). 
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De acordo com Zhou et al., (2017), o peso molecular, densidade de 

reticulação e hidrofilicidade de um polímero são determinantes para o tamanho do 

poro no seu arcabouço. Quanto maior o peso molecular, tamanho das cadeias do 

polímero, mais longo serão os intervalos de contato entre seus radicais, o que leva 

um maior tamanho de poro, isso sugere uma razão para que polímeros com 

menores pesos moleculares tenham um tamanho de poro menor em seus 

respectivos arcabouços. Essas propostas foram apresentadas, também, por Santos 

et al., (2019), que usou Qs e Qs despolimerizada (Qsdp) na formação de seus 

arcabouços de Qs e Alg, chegando à conclusão de que as amostras com Qsdp 

formavam arcabouços com os menores tamanhos de poros. 

4.4 RETICULAÇÃO E INTERAÇÃO ELETROSTÁTICA QUITOSANA-ALGINATO 

Embora alguns desses polímeros interajam naturalmente, há uma 

necessidade de se firmar as ligações entre as cadeias para fortalecer sua estrutura 

final, esse processo é chamado de reticulação, do inglês “cross-link”. Um agente 

reticulador forma um braço químico que liga de forma covalente duas estruturas, 

firmando as cadeias laterais de polímeros, dificultando a sua degradação. Alguns 

agentes reticuladores são amplamente conhecidos como ácido tânico que usa de 

interações hidrofóbicas entre carbonos e hidrogênios para firmar as ligações entre 

proteínas (PICCHIO et al., 2018) e glutaraldeido, sendo esse um agente reticulador 

que conhecidamente aumenta a toxicidade do suporte (LIU et al., 2008). Genipina 

surge como uma opção não tóxica de agente reticulador, seus radicais têm a 

capacidade de ligar nitrogênios de cadeias diferentes e firmar uma estrutura 

química, mas seu uso ainda está ganhando espaço (CUI et al., 2014). Outros 

biopolímeros requerem estratégias diferentes de reticulação, o Alg é um exemplo de 

reticulação por interação de cargas. Sendo um composto carregado negativamente, 

esse polímero interage muito bem com íons positivos, e um conhecido agente 

reticulador do Alg é o íon Ca2+ (KUMAR; DWEVEDI; KAYASTHA, 2009).  

A Qs é um biopolímero com várias possibilidades de reticulação, a 

disponibilidade de nitrogênio na sua cadeia possibilita uma reticulação por genipina 

(GONÇALVES et al., 2017) e o uso de enzimas vem sendo bem explorado nos 

últimos anos (CHOI et al., 2018a). Entretanto sua interação com o Alg não é via 

formação de ligações covalentes, mas sim por interação eletrostática entre os 
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grupamentos de carga oposta, os ácidos carboxílicos do Alg junto com as aminas da 

Qs, formando pontes de hidrogênio. 

4.5 TECNICAS DE FORMAÇÃO DE ARCABOUÇOS 

A partir do uso desses materiais e suas respectivas características, várias 

metodologias foram criadas para confecção de seus arcabouços. Wan et al., (2003) 

usa uma técnica que dissolve a forma quiral “L” do PLA (PLLA) 5% em solvente 

orgânico e então leva-lo ao vácuo por 48h em temperatura ambiente para formar um 

filme que será usado para cultivo celular. Autores que usam colágeno ou gelatina, 

colágeno hidrolisado, como material utilizam técnicas de mistura e lioflilização para 

formação do arcabouço, com o uso de glutaraldeido como agente reticulador, (HAN 

et al., 2014). Diferente de Han, Choi et al., (2018b) usa uma técnica enzimática para 

reticular seu arcabouço de gelatina e Qs, o uso de tirosinase permite dispensar o 

glutaraldeído, o que propicia uma baixa toxicidade.  

Outra técnica versátil utilizada na engenharia de tecidos é a eletrofiação, do 

inglês “electrospinning”, uma solução é alimentada por uma seringa chamada fieira e 

uma alta tensão é aplicada a ponta, essa tensão gera um acúmulo de repulsão 

eletrostática que ejeta um fio de polímero. Uma placa ou haste com carga oposta 

atrai as fibras de polímero 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, 

dióxido de titânio e alguns outros materiais para formação de nanofibras aplicadas à 

engenharia de tecido. 

Uma das técnicas mais utilizadas para a confecção de arcabouços de 

biopolímeros é baseada em liofilização. Liofilização consiste no congelamento de 

uma solução emulsificada e exposição ao vácuo para remoção do gelo por 

sublimação, assim possibilitando a obtenção de um polímero seco e firme 

(PROSAPIO; NORTON; MARCO, 2017). Essa técnica é amplamente utilizada para a 

formação de arcabouços como mostrado por (OLAD; FARSHI AZHAR, 2014; 

ULLAH; ZAINOL; IDRUS, 2017). 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 MATERIAIS  

Neste trabalho foram usados Qs de médio peso molecular, Alg de sódio 

foram obtidos através da Sigma Aldrich©. Préfiltro e filtros Millipore© 0,8 µM, ácido 

acético, hidróxido de sódio, nitrito de sódio, cloreto de potássio, cloreto de cálcio, 

Fosfato de Potássio, ácido clorídrico, entre outros de serão de grau analítico. A 

produção dos arcabouços, bem como os ensaios foram realizadas no Laboratório de 

Tecnologia em Biopolímeros (LTB), DHE-CB/UFPE. 

As células Vero (linhagem contínua de fibroblastos), provenientes do rim de 

macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), foram utilizadas para o ensaio de 

adesão e têm sido mantidas e armazenadas no Laboratório de Cultura de Tecidos 

(LCT-DHE). Essa linhagem é recomendada para estudos de citotoxicidade e para 

interações célula-substrato com biomateriais (WAN et al., 2003).  

5.2 PURIFICAÇÃO E DESPOLIMERIZAÇÃO DA QUITOSANA 

A purificação da Qs foi realizada diluindo-a em ácido acético 1% sob 

agitação magnética constante por 16 horas, para uma concentração final de 1%. Foi 

então filtrada em préfiltro 3,0 µM e em seguida filtro Millipore 0,8 µM. Posteriormente 

foi ressuspensa pela adição de hidróxido de sódio 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 três lavagens com água e uma com álcool à 

15000 rpm por 20 minutos cada. Uma parte do material foi armazenada e a outra foi 

levada para despolimerização. 

A Qs purificada foi ressolubilizada em ácido acétido 1% por agitação 

magnética sendo sua concentração final de 10 mg/ml. Foi adicionado Nitrito de sódio 

0,1 M na solução na proporção de 200 µL para cada 4 ml de Qs 10 mg/ml durante 

uma hora em temperatura ambiente. Após uma hora de reação a Qs 

despolimerizada (Qsdp) foi precipitada com hidróxido de sódio à 40%  e centrífuga a 

15000 rpm por 20 minutos, em seguida foram realizadas três lavagens com água e 

uma com álcool à 15000 rpm por 20 minutos (MAO et al., 2004). 

Uma solução “estoque” de Qs purificada e uma despolimerizada foram 

preparadas diluindo-a em ácido acético 1% de modo que a concentração final seja 

de 1,5%. Alg de sódio foi diluído em água destilada para uma concentração final de 
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1,5%. As soluções de Alg e Qs foram misturadas em concentrações e proporções 

diferentes para obtenção de várias conformações de arcabouço. 

5.3 PREPARO DOS ARCABOUÇOS EM CAMADA ÚNICA 

Os arcabouços de Qs e Alg foram preparados em diversas condições, como 

segue: As variáveis de formulação das soluções base foram às concentrações dos 

biopolímeros, de modo que foram testadas concentrações de 0,5, 1,0 e 1,5%, a 

proporção entre eles, que variava entre 2:1, 1:1 e 1:2 de Qs respectivamente em 

relação ao Alg, que foi adicionado nas concentrações de 0,75, 1,0 e 1,5%, e a Qs 

que poderia ser despolimerizada ou não despolimerizada. Em um Becker, foi 

adicionado 0,66 ml da solução de Qs, sendo adicionados 0,66ml da solução de Alg 

na mesma concentração e, por fim, mais 0,66 ml de Qs ou Alg, biopolímero que 

equilibra a proporção desejada, sendo o volume final aproximadamente 2 ml. A 

solução é agitada por 5 minutos em agitador magnético, depositada na placa de 24 

poços e então liofilizada por 5 dias.  

5.4 PREPARO DOS ARCABOUÇOS EM CAMADAS 

Outra variável estudada foi à formulação de um arcabouço em camadas, 

semelhante ao apresentado por Algul et al., (2015). 0,66 ml de Qs ou Qsdp na 

concentração de (0,5% e 1,5%) foi depositada na placa de 24 poços e em seguida 

congelada à -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 último uma 

camada de quitosana, o produto final foi levado ao liofilizador (LU et al., 2018; 

SAJESH et al., 2013). 

5.5 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS ARCABOUÇOS 

Os arcabouços foram levados à Microscopia Eletrônica 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 paládio (J. S. CRUSCA, A. C. B. 

OLIVEIRA, J. R. PERUSSI, 2014). 
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A avaliação do tamanho do poro foi realizada com o auxílio 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 diâmetro medido. O resultado da mensuração foi transformado em 

um gráfico para avaliar qual a população de diâmetro de poros mais presente 

naquela conformação de arcabouço. 

5.6 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DOS ARCABOUÇOS 

 A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi 

conduzida numa escala de 4000 a 500 cm-1, com uma resolução de 2 cm-1. O 

intumescimento dos arcabouços foi realizado depositando-os em Erlenmeyer com 5 

mL de tampão de ácido clorídrico e cloreto de potássio (pH 1,4), tampão fosfato de 

sódio (pH 7,2) e em água MilliQ (pH 6,93) todos na temperatura de 37ºC, foram 

avaliados os pesos após de 30 minutos, uma hora, uma hora e meia, duas horas e a 

cada 24 horas seguintes até um máximo de 96 horas. Para calcular o percentual de 

absorção da água foi usada a equação: 

 𝑊𝑠𝑤= (
𝑊1−𝑊0

𝑊0
) 𝑥100 

Onde Wsw é a porcentagem de absorção da água, W1 é o peso do 

arcabouço após o intumescimento e W0 é o peso do arcabouço seco (HUGLIN; LIU; 

VELADA, 1997). 

5.7 CULTURA DE CÉLULAS VERO 

As células Vero foram descongeladas em banho-maria e posteriormente, 

centrifugadas sob refrigeração. O pellete celular foi ressuspenso em meio DMEM 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino e mistura de antibióticos (100 UI de 

penicilina e 100 µm/mL de estreptomicina, Sigma®). As células foram cultivadas e 

mantidas em estufa de CO2 a 5 %, 37 oC e 85 % de umidade controlada. 

Posteriormente, foram contadas e plaqueadas (1 x 105 células/mL) em placas de 

seis poços contendo os arcabouços de Qs e Alg. Para manutenção da cultura e a 
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garantia do estabelecimento das mesmas foram realizadas expansões em garrafas 

com 75 cm2 livres de quaisquer biomateriais. 

5.8 AVALIAÇÃO DA DENSIDADE E SOBREVIVÊNCIA DAS CÉLULAS VERO 

A contagem e a viabilidade das células em cultura foram realizadas com o 

auxílio de câmara hematimétrica. Após a incubação (48 horas), uma alíquota da 

suspensão de células foi retirada e diluída em Azul de Trypan (0,2 %, Sigma). As 

células viáveis se apresentaram incolores e as inviáveis coradas no tom de azul 

(BHATIA; YETTER, 2008). 

5.9 ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS CÉLULAS VERO ADERIDAS AOS 

ARCABOUÇOS DE QUITOSANA E ALGINATO 

A morfologia das células, aderidas aos arcabouços tridimensionais de 

Qs/Alg, foi avaliada com 72 horas de cultivo através de sistema vídeo-microscopia 

com o auxílio do microscópio invertido com contraste de fase LEICA (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma câmera (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 DISCUSSÃO 

6.1 PREPARO DOS ARCABOUÇOS 

O processo de liofilização 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 formulações de arcabouços não 

formaram uma estrutura firme e se desfizeram ao toque, outras apresentavam 

coágulos ou precipitados, esses arcabouços foram descartados. Esses efeitos 

provavelmente ocorreram devido à interação entre os dois polímeros não ser forte o 

suficiente para manter uma estrutura tridimensional estável e/ou pela baixa 

concentração aplicada.  

 

 

Figura 1: Arcabouços pós-liofilização. A) Placa de 24 poços contendo as formulações de 
arcabouços nas colunas 1 e 2 da placa estão a formulação 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 estão as formulações em camadas 
Qs 1,5% Alg 1,5% Qs 1,5% e na D6 um arcabouço de alginato puro. B) acabouço Qs 1,5% 
Alg 1,5% 2:1 visão superior. C) arcabouço Qs 1,5% Alg 1,5% 2:1 visão lateral. 

 

Nota-se que apenas arcabouços em camada única com concentração maior 

que 1% de polímero formaram suportes satisfatórios. Aqueles em camadas triplas 

conseguiram manter sua estrutura mesmo em concentrações menores que 1%. 

Foi notado que as proporções de 1:1 de polímero não formaram arcabouços 

estáveis após a liofilização. As demais análises não mostraram correlação entre a 

proporção dos polímeros do arcabouços e suas características físico-químicas. 

Assim, apenas as amostras selecionadas (Tabela 1) seguiram para as análises. 
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Tabela 1: Formulações dos arcabouços selecionados para as análises. 

FORMULAÇÃO QS (%) Alg (%) PROPORÇÃO 

CAMADA ÚNICA    

Qsdp 1,5 % 1,5 - - 

Qs 1,5 %    

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

Qs 1,5 % Alg 1,5 % Qs 1,5 % 1,5 1,5 - 

6.2 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

O MEV foi utilizado para caracterizar morfologicamente os arcabouços como 

tamanho e interconexão dos poros. Segundo Kim et al., (2015), um arcabouço ideal 

para o cultivo celular tem poro médio que varia de 100 - 400 µm. Um arcabouço 

eficiente para cultivo celular tem alta porosidade e poros interligados entre si que 

aumentam à resposta biológica e a adesão da célula a estrutura (ALGUL et al., 

2015; SANTOS et al., 2019). As imagens sugerem que as amostras de arcabouços 

despolimerizados (Figuras 2 e 4) têm uma maior população de poros e um menor 

diâmetro como observado nas amostras Qsdp 1% Alg 1% 1:2 e Qsdp 1,5% Alg 

1,5%, em comparação com suas contrapartes não despolimerizadas (Figuras 3 e 5). 

Uma importante conjectura sobre os arcabouços obtidos é que tanto a concentração 

de polímero quanto o tamanho de cadeia afetam sua estrutura, tamanho de poro, 

que variaram de 10 a 600 µm, e porosidade. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Yang et al., (2010), que notou que os poros de seu arcabouço de 

Qs aumentavam na medida em que diminuía a concentração do polímero, enquanto 

uma concentração de 1,25 % gerava uma população de poros média de 100 µm, 

uma concentração de 1,8 % formava uma população de poros média de 50 µm. 

Logo a metodologia aplicada nesse trabalho permite uma grande maleabilidade do 

arcabouço, podendo ser moldado de acordo com a sua função proposta. 
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Figura 2: Análise morfológica do arcabouço Qsdp 1% Alg 1% 1:2. O gráfico refere-se à 

distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. Escala de 200 µm na figura da esquerda 

e de 100 µm na figura da direita. 
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Figura 3: Análise morfológica do arcabouço Qs 1% Alg 1% 1:2. O gráfico refere-se à 

distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. Escala de 200 µm. 
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Figura 4: Análise morfológica do arcabouço Qsdp 1,5% Alg 1,5% 2:1. O gráfico refere-se à 

distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. Escala de 200 µm. 
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Figura 5: Análise morfológica do arcabouço Qs 1,5% Alg 1,5% 1:2. O gráfico refere-se à 

distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. Escala de 200 µm na figura da esquerda 

e 500 µm na figura da direita. 

 

Ainda ressalta-se a amostra Qs 1,5% Alg 1,5% Qs 1,5% (Figura 7), que em 

comparação com a amostra Qsdp 1,5% Alg 1,5% Qsdp 1,5% (Figura 8), arcabouços 

em camadas, apresentou uma população mais heterogênea de poros, assim como 

poucas evidências de interconexão entre eles.  

A concentração influencia no MEV de modo que os arcabouços preparados 

com menos de 1% de polímero demonstraram uma porosidade insatisfatória, tendo 

uma população aleatoriamente distribuída e poros pouco interconectados (dados 

não apresentados). Os poros das amostras produzidas na concentração de 1% ou 
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mais dos polímeros se mostraram promissoras, no caso dos arcabouços em camada 

única. 

 Os arcabouços em tripla camada demonstraram uma porosidade maior 

quando comparados àqueles constituídos com camada única. Quando em menor 

concentração (Figura 6), notou-se que a formulação Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp 

0,5% apresentou uma maior população de poros, com uma predominância no 

intervalo de 01-99 µm de diâmetro; enquanto a formulação Qsdp 1,5% Alg 1,5% 

Qsdp 1,5% (Figura 8) mostrou uma menor quantidade de poros, além de apresentar 

poros alongados, com populações de diâmetros variados e poucos sinais de 

interconexão.  

 

 

Figura 6: Análise morfológica do arcabouço em camadas Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp 0,5%. 

O gráfico refere-se à distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. A) Camada de 

quitosana B) Camada de alginato. Escala de 200 µm. 

 



31 
 

 

 

 

Figura 7: Análise morfológica do arcabouço em camadas Qs 1,5% Alg 1,5% Qs 1,5%. O 

gráfico refere-se à distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. A) Camada de 

quitosana B) Camada de alginato. Escala de 200 µm. 
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Figura 8: Análise morfológica do arcabouço em camadas Qsdp 1,5% Alg 1,5% Qsdp 1,5%. 

O gráfico refere-se à distribuição dos diâmetros dos poros do arcabouço. A) Camada de 

quitosana B) Camada de alginato. Escala de 200 µm. 

Interconectividade é uma característica fundamental para a formação de um 

arcabouço para crescimento celular ideal (OTSUKI et al., 2006). É possível notar 

que algumas amostras (Figuras 2, 4, 5, 6 e 8) demonstram alta interconectividade 

sugerindo uma promissora aplicação para suporte de crescimento celular. 

6.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE 

FOURIER (FTIR) 

Os picos característicos da Qs são exibidos na faixa de 1642 cm-1 (amida-I) 

e um pico médio e agudo a 1123 - 1127 cm-1, também observados no Alg, indica 
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ligações C-C como descrito por Sartori et al., (1997) (Figura 9). O pico a 1490 cm-1 

no Alg corresponde às ligações -COOH. 

O espectro de FTIR demonstrou uma alteração no perfil da Qsdp em relação 

à Qs na faixa de 3294 cm-1 essa faixa é representativa das ligações -OH, e a 

intensificação do pico 1717 cm-1 representante das ligações C=O, essas 

intensificação dos picos são esperadas em uma amostra despolimerizada como 

evidenciado por Mao et al., (2004) (Figura 9).  

 

Figura 9: Espectros de FTIR referente aos pós das amostras dos biopolímeros Alg (azul), 

Qsdp (vermelho), Qs (preto).  

Nas amostras dos arcabouços, os picos de amida I (1670 e 1674 cm-1) e da 

carboxila (1494 cm-1) estão intensificados, assim como os picos a 3280 cm-1, com 

uma discreta alteração na localização. As alterações sugerem uma interação iônica 

entre os dois polímeros, onde os grupamentos carregados negativamente do Alg 

(COOH-) interagem com os grupamentos positivos da Qs (-NH2) como sugerido por 

Li et al., (2005) (Figura 10). 

O espectro de FTIR não demonstrou nem uma diferença em relação às 

amostras independente de sua concentração (dados não apresentados). 

 



34 
 

 

Figura 10: Espectros de FTIR referente as amostras dos arcabouços Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2 

(vermelho) e Qs 1 % Alg 1 % 1:2 (preto). 

 

6.4 INTUMESCIMENTO 

A capacidade de absorção de água é uma propriedade fundamental nas 

funções de difusão e absorção de líquidos do arcabouço (OLAD; FARSHI AZHAR, 

2014). É notada uma correlação com a despolimerização e sua capacidade de 

intumescimento (Figuras 11 e 12), os arcabouços não despolimerizados mostraram 

maior capacidade de absorção e retenção de água em relação 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 comparação com pH 7,2. Esse 

comportamento era esperado, devido ao PKa da quitosana (5,5) e do alginato (2,5), 

que afetam a solubilidade e permeabilidade do arcabouço. Resultados semelhantes 

foram encontrados por Barroso et al., (2014), onde os arcabouços de Qs 1,5 % e 

colágeno 1,5 % reticulado com glutaraldeído sofreram maior intumescimento em pH 

5,0 em relação ao pH 7,4. Evidencia-se também que o arcabouço de Qsdp pura 

(Figura 11 a direita) não manteve sua integridade, dissolvendo completamente no 
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pH 7,2. Os arcabouços em camadas tiveram um comportamento semelhante 

independente de sua despolimerização (Figura 11) 

O intumescimento das amostras demonstrou uma leve diferença de 

comportamento em relação à concentração dos arcabouços. Os arcabouços com 

concentração de 1% demonstraram maior afinidade pelo pH mais ácido (Figura 11), 

já os arcabouços produzidos com 1,5% de polímero têm uma afinidade semelhante 

entre diferentes faixas de pH (1,4 e 6,93). Ambos ainda com maior afinidade por pH 

ácidos (Figura 12). 

 

Figura 11: Comparação dos instumescimentos dos arcabouços baseados apenas em Qs e 

Qsdp. À esquerda arcabouço de Qs 1,5 % não despolimerizados; À direita arcabouço de Qs 

1,5 % Despolimerizado. Linha preta pH ácido (1,4); Linha vermelha pH levemente alcalino 

(7,2). 

 

Figura 12: Comparação dos instumescimentos dos arcabouços baseados em Qs e Alg 1 %. 

À esquerda arcabouço de Qs 1 % Alg 1 % 1:2 não despolimerizados; À direita arcabouço de 

Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2 Despolimerizado. Linha preta pH ácido (1,4); Linha Vermelha pH 

levemente ácido (6,93); Linha azul pH levemente alcalino (7,2). 



36 
 

  

Figura 13: Comparação dos intumescimentos dos arcabouços de Qs e Alg 1,5 %. À 

esquerda arcabouço de Qs 1,5 % Alg 1,5 % 2:1 não despolimerizados; À direita arcabouço 

de Qsdp 1,5 % Alg 1,5 % 2:1 Despolimerizado. Linha preta pH ácido (1,4); Linha Vermelha 

pH levemente ácido (6,93); Linha azul pH levemente alcalino (7,2). 

 

Figura 14: Comparação dos intumescimentos dos arcabouços em camadas Qs 0,5 % e Alg 

0,75 %. À esquerda arcabouço de Qs 1,5 % Alg 1,5 % Qs 1,5 % não despolimerizado; À 

direita arcabouço de Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp 0,5 % despolimerizados. Linha preta pH 

ácido (1,4); Linha Vermelha pH levemente ácido (6,93); Linha azul pH levemente alcalino 

(7,2). 

 

6.5 ENSAIO DE ADESÃO CELULAR  

Duas amostras dos arcabouços foram utilizadas no ensaio de adesão celular 

com células Vero (Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2 e Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp 0,5 %). Os 

arcabouços foram selecionados emcom base nos ensaios de intumescimento e das 

características estruturais avaliadas através da MEV. 

Na figura 15, observamos que as células Vero, em contato com o arcabouço 

de tripla camada e baixa concentração de polímeros (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 população de poros e interconectividade 

entre eles num prévio estudo com MEV. Áreas transversais do arcabouço foram 

observadas através de microscópio invertido com contraste de fase e revelaram a 

presença de células Vero aderidas e alinhadas à disposição das fibras poliméricas 

da estrutura analisada (Figura 15 A, B, D e F); assim como agrupamentos celulares 

interconectados, possivelmente em função da presença de poros (Figura 15 C e D). 

Patel et al. (2008) referem que as dimensões macroscópicas e 

microscópicas dos arcabouços, assim como o diâmetro dos poros nesses 

biomateriais, influenciam no comportamento celular com importantes repercussões 

no transporte de nutrientes e consequentemente, na formação de um tecido, quando 

aplicáveis à engenharia de tecidos. Todavia, apenas a presença de poros no 

arcabouço com dimensões apropriadas para o crescimento tecidual não é suficiente; 

os poros também necessitam ser abertos e interconectados (KIDOAKI; KWON; 

MATSUDA, 2005). 

 A interconectividade entre os poros, demonstrada pela disposição das 

células Vero na Figura 15 (C e D), é uma das principais características da 

porosidade e tem sido demonstrada em vários estudos, como sendo responsável 

pela manutenção e crescimento dos tecidos, pelo transporte de nutrientes e 

drenagem de líquidos intersticiais (JONES et al., 2007; KUBOKI et al., 1998; 

OTSUKI et al., 2006; PATEL et al., 2008; RATNER, 2004). 

Os resultados da análise via MEV com relação a avaliação do compósito 

(Qsdp 0,5% Alg 0,75% Qsdp 0,5%) revelaram uma maior população de poros e 

corroboram com o estudo realizado por de Algul et al., (2015), que referiram ser um 

arcabouço ideal para a cultura de células, aquele com maior porosidade, presença 

de poros interconectados e de diferentes tamanhos; capazes de promover a adesão 

celular e consequentemente influenciar na resposta biológica. 

 A análise do arcabouço de camada única (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 entrelaçamento dos fios 

de polímero durante o processo de confecção do biosuporte. Nesse arcabouço, as 
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células Vero apresentaram-se aderidas formando conglomerados isolados em 

determinadas regiões das fibras poliméricas. 

O arcabouço de tripla camada e baixa concentração de polímero (Qsdp 0,5 

% Alg 0,75 % Qsdp 0,5 %) promoveu melhor adesão e proliferação das células Vero, 

quando comparado ao arcabouço de camada única (Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2). 

Possivelmente, a capacidade de intumescimento dos arcabouços tenha considerável 

influência no processo de adesão das células. De acordo com Thien-Han; Misra, 

(2009), a absorção de água facilita a infiltração das células dentro dos arcabouços 

durante o procedimento de cultura; maximiza a adesão celular; aumenta o tamanho 

do poro e a porosidade total do arcabouço incrementando a área interna dos 

mesmos, o que contribui para o crescimento celular e favorece o transporte de 

nutrientes e resíduos metabólicos.   
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Figura 15: Fotomicrografias de células Vero cultivadas por 72h em contato com o 

arcabouço Qsdp 0,5 % Alg 0,75 % Qsdp 0,5 %, observadas através de microscópio invertido 

com contraste de fase. A, B, D e F: notam-se aglomerados de células arredondadas 

aderidas e alinhadas em função da disposição das fibras poliméricas (setas brancas longas); 

em, C e D: denota-se com precisão 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 

arcabouço Qsdp 1 % Alg 1 % 1:2, observadas através de microscópio 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 às 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. CONCLUSÃO  

A metodologia empregada para o preparo dos arcabouços se provou eficaz 

e foram obtidos materiais com estruturas porosas e interconectadas. A 

caracterização físico-química via FTIR dos arcabouços produzidos revelou a 

interação entre os polímeros utilizados, Qs e Alg, e o processo de despolimerização 

além de bem sucedido, não alterou o espectro da Qsdp em relação à Qs. O ensaio 

de intumescimento demonstrou grande potencial de absorção em todas as amostras 

testadas, além de alta afinidade por ambientes ácidos. As imagens de MEV 

mostraram que as amostras testadas apresentam poros de tamanho adequado, 

além de interconectividade e sugerem que o processo de despolimerização aumenta 

a porosidade dos arcabouços. Ambas as amostras de arcabouços demonstraram-se 

eficientes em promover a adesão celular e as microfotografias da amostra Qsdp 0,5 

% Alg 0,75 % Qsdp 0,5 % mostraram que o suporte promove a ampla colonização 

pelas células Vero. A composição química, a identificação de poros e a confirmação 

da biocompatibilidade indicam que os arcabouços produzidos pela metodologia 

proposta podem ter amplo potencial de aplicação na engenharia de tecidos e mais 

estudos devem ser realizados para garantir a aplicabilidade desses novos 

biosuportes. 
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