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RESUMO

A isquemia progressiva e prolongada do musculo cardiaco leva ao infarto agudo do
miocardio (IAM). As mudancas estruturais que ocorrem devido a disfuncdo do
miocardio faz com que individuos acometidos pelo IAM possam evoluir para uma
insuficiéncia cardiaca (IC). Os tratamentos clinicos e farmacoldgicos apresentam
limitacGes como escassez de doadores e uso indiscriminado de imunossupressores.
A implantacdo de estruturas tridimensionais porosa (scaffolds), compostas por
biomateriais entram como uma alternativa para regenerar o tecido do miocéardio e
recuperar a funcéo contratil do miocario por apresentarem caracteristica estrutural
anisotrépica, propriedades fisiomecénicas e de elasticidade adequada para suportar
0 estresse mecanico causado pelos movimentos da sistole e diastole, além de
favorecer a propagacdo dos impulsos elétricos gerado pelos cardiomiécitos. O
objetivo deste estudo foi projetar, desenvolver e avaliar in vitro Scf microparticulado
e Scf laminar, acelulares, para regeneracdo e recuperacao funcional do musculo
cardiaco afetado por isquemia do miocardio. Para a obtencdo dos Scf
microparticulados foram preparadas microesferas de alginato de sodio 1,5%
(m/v), colageno tipo | 1,5% (m/v), quitosana 1,5% (m/v) e polianilina (5mg/mL)
foram obtidas por geleificacao ionotrépica com CacCl, 5% (m/v). Os Scfs laminares
compostos por diferentes proporcées de colageno tipo | 10% (m/v), quitosana 2%
(m/v), glicerol 5% e polianilina (5 mg/mL) foram obtidos pelo método de extenséo e
liofilizacdo. A gelificacdo ionotrépica possibilitou a incorporacdo de colageno tipo I,
quitosana e polianilina nas microesferas de alginato de sédio. O didmetro das
microesferas variou entre 160,53 um a 296,93 um, com variacao de formato esférico
e eliptico. As microesferas F6 apresentaram maior capacidade eletrocondutiva. Os
resultados de DSC mostraram aumento da energia de entalpia (AH) para as
formulagcbes congeladas a -8°C (A3C-110 J/g) e apds a incorporacdo da PANI
(DP3UT-147 J/g). Os espectros de FTIR apresentaram sobreposicdo dos
grupamentos OH do glicerol, NH da QT, N-H do ColTipol e NH evidenciando a
ligacdo entre esses grupamentos. O Scf contendo polianilina (DP3UT) apresentou
maior resisténcia a elongacéo, flexibilidade e resisténcia a perfuracdo. O Scf B3UT
apresentou menor moédulo de elasticidade. O Scf DP3UT apresentou maior
capacidade de mucoadesdo apés 180s. O Scf D1UT apresentou maior grau de
porosidade (77%). O perfil de intumescimento dos Scf variou em funcdo da
composicdo e espessura do Scf. Os Scf de menor espessura apresentaram
comportamento de difusdo Fickiano e os de maior espessura comportamento
andmalo. O Scf B1UT apresentou maior capacidade de absorcdo. O ensaio de
desintegracdo apresentou maior perda de massa para o Scf D3UT (72%) e menor
para o Scf DP3UT (63%). As microesferas produzidas pela técnica de geleificacédo
ionotropica mostraram diametro adequado para serem injetados com agulha
(0,23x4mm) na regido anterior a lesdo isquémica, Os Scf laminares contendo
polianilina apresentaram propriedades fisiomecéanicas, de mucoadesdo, grau de
anisotropia e capacidade de conduzir impulsos elétricos, sendo promissores para a
regeneracdo e recuperagdo do tecido cardiaco afetado por isquemia prolongada
apos infarto agudo do miocardio.

Palavras chaves: Scaffold. Bioengenharia reversa. Regeneracdo do Miocérdio.
Microesferas.



ABSTRACT

Progressive and prolonged cardiac muscle ischemia leads to acute myocardial
infarction (AMI). The structural changes that occur due to myocardial dysfunction
cause individuals affected by AMI to progress cardiac insufficiency (CI). Clinical and
pharmacological treatments have limitations such as donor scarcity and the
indiscriminate use of immunosuppressants. The implantation of three-dimensional
porous structures (scaffolds) composed of biomaterials enter as an alternative to
regenerate the myocardial tissue and to recover the contractile function of the
myocardium because they present anisotropic structural characteristic, physiological
properties and elasticity adequate to withstand the mechanical stress caused by the
movements of systole and diastole, besides favoring the propagation of electrical
impulses generated by cardiomyocytes. The aim of this study was to design, develop
and evaluate in vitro acellular Scf, microparticular and lamellar, for regeneration and
functional recuperation of the cardiac muscle affected by myocardial ischemia.
Microspheres of 1.5% (m/v) sodium alginate, 1.5% (m/v) type | collagen, 1.5% (m/v)
chitosan and polyaniline (5 mg/mL) were obtained by ionotropic gelation with 5%
CaCl, (m/v). Lamellar Scfs composed of different proportions of collagen type | 10%
(m/v), chitosan 2% (m/v), 5% glycerol and polyaniline (5 mg/ml) were obtained by the
extension and lyophilization method. lonotropic gelation allowed the incorporation of
type | collagen, chitosan and polyaniline in sodium alginate microspheres. The
diameter of the microspheres ranged from 160.53 pym to 296.93 ym, with a spherical
and elliptical shape variation. F6 microspheres presented higher electroconductive
capacity. The DSC results showed increased enthalpy energy (AH) for the frozen
formulations at -8°C (A3C-110 J/g) and after incorporation of “polyaniline (DP3UT-
147 J/g). The FTIR spectra presented an overlap of the OH groups of the glycerol,
NH of the QT, N-H of the ColTipol and NH evidencing the connection between these
groups. Scf containing polyaniline (DP3UT) showed greater resistance to elongation,
flexibility and resistance to perforation. The Scf B3UT presented lower modulus of
elasticity. Scf DP3UT presented greater mucoadhesion capacity after 180s. Scf
D1UT presented higher degree of porosity (77%). The swelling profile of Scf varied
according to the composition and thickness of Scf. The lower Scf showed Fickian
diffusion behavior and the thicker anomalous behavior. Scf B1UT showed higher
absorption capacity. The disintegration test presented greater mass loss for Scf
D3UT (72%) and lower for Scf DP3UT (63%). The microspheres produced by the
ionotropic gelation technique showed adequate diameter to be injected with a needle
(0.23x4mm) in the region anterior to the ischemic lesion. The Scf laminares
containing polyaniline presented physiomechanicals and mucoadhesion properties,
degree of anisotropy and the ability to conduct electrical impulses, showed promising
for the regeneration and functional recuperation of cardiac tissue affected by
prolonged ischemia following acute myocardial infarction.

Key words: Scaffold. Reverse Bioengineering. Regeneration of the myocardium.
Microspheres.
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1 INTRODUCAO

A isquemia progressiva e prolongada do musculo cardiaco leva ao infarto
agudo do miocardio (IAM). O tratamento clinico para o IAM tem como objetivo
restaurar a perfusdo precoce do segmento do musculo cardiaco atingido e melhorar
a integridade funcional do coracdo. No entanto, quando a reperfusdo nao é realizada
a tempo, ocorre uma sequéncia de reagdes fisiologicas iniciadas pela apoptose dos
cardiomidcitos e enfraquecimento da matriz extracelular, aumento do volume
ventricular, remodelacdo do miocardio, formacédo de tecido cicatricial (fibrose) e
perda da capacidade contratil. A perda da funcéo contrétil na regido infartada leva a
uma readaptacdo compensatéria e aumento da pressao diastélica no ventriculo
esquerdo (VE). As mudancas estruturais que ocorrem devido a disfuncdo do
miocardio fazem com que individuos acometidos pelo IAM possam evoluir para uma
insuficiéncia cardiaca (IC). Em decorréncia da IC, o individuo comeca a apresentar
dispneia progressiva a esforco fisico, e arritmias ventriculares graves, diminuindo a
expectativa de vida.

Tratamentos clinicos e farmacoldgicos sédo alternativas utilizadas para evitar
que pacientes com IC cheguem a 6bito. Outra alternativa, é a realizacdo de
transplante de coracdo, porém a escassez de doadores e o uso indiscriminado de
imunossupressores é um limitante para o sucesso dessa terapia.

A medicina regenerativa surge como uma alternativa para superar as
limitacbes dos tratamentos tradicionais para pacientes acometidos pela 1AM
contribuindo para evitar que ocorra a evolucao para IC. A implantacdo de estruturas
tridimensionais porosas (scaffolds), compostas por biomateriais, apresentam
propriedades fisiomecanicas e quimicas que mimetizam o tecido nativo favorecendo
a adesao, proliferacao e diferenciacao celular.

A caracteristica biomimética dos scaffolds (Scfs) pode favorecer a
regeneracao tecidual. No entanto, o tecido cardiaco apresenta uma constituicdo
complexa, além de ser constantemente exposto a estresse mecanico ciclico
responsavel pela sistole e diastole. Essa capacidade de extensdo elastica e
relaxamento, estimuladas por impulsos elétricos, € um desafio ao se projetar Scfs

para regeneracao do tecido muscular cardiaco.
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A utilizagéo de biomateriais que mimetizem a matriz extracelular (MEC) e que
apresentem a capacidade de propagar os impulsos elétricos no decorrer de sua
estrutura pode ser uma alternativa para superar as dificuldades apresentadas pelos
tratamentos clinicos e farmacoldgicos.

Polimeros naturais como o colageno Tipo | (ColTipol), por ser uma proteina
predominante na MEC, tem sido utilizado em Scf para regeneracdo cardiaca. No
entanto, a baixa resisténcia mecéanica deste biomaterial limita sua aplicacgdo como
anico constituinte de Scf.

Diante do exposto, propomos neste estudo o desenvolvimento de Scf acelular
microparticulado e na forma laminar como uma alternativa para a regeneracao do
tecido cardiaco.

Para o Scf laminar o uso de biomateriais como o ColTipol associado a
quitosana (QT) foi utilizado para mimetizar a MEC cardiaca, favorecer a adesao
celular e aumentar a resisténcia mecéanica. Para melhorar a caracteristica elastica da
estrutura foi testado a incluséo do glicerol como agente plastificante e reticulante.

O Scf microparticulado foi projetado na forma de microesferas para ser
injetado na regido anterior da leséo tecidual. O alginato de sddio (AS) devido a sua
capacidade de reticular em presenca de cétions polivalentes é muito utilizado para a
formacédo de esferas e contribui para reforcar a MEC. A incorporagéo do ColTipol e
da QT desacetilada em uma estrutura semelhante a MEC estimula a migracdo e
adesdo celular na superficie das microesferas. O impulso elétrico, necesséria para a
diferenciacdo dos cardiomidcitos foi beneficiado pela incorporagdo da polianilina,
polimero condutor, no Scf microparticulado e Scf laminar.

Os desafios cientificos e tecnoldgicos apresentados por este estudo com o
objetivo de favorecer a regeneracdo e recuperacdo funcional do miocardio sédo: i —
determinar a proporcdo ideal dos biomateriais capazes de mimetizar o
microambiente do tecido do miocardio, ii) determinar os parametros ideais para a
formacdo de microesferas poliméricas para aplicacdo injetavel e formagdo do Scf
microparticulado e iii) determinar os parametros ideais para a formacéo de estrutura
laminar com porosidade, resisténcia fisiomecanica, desintegracdo e conducdo do

impulso elétrico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tecido cardiaco

O musculo cardiaco € constituido por cardiomidcitos com tamanho que varia de
10-40 pm de diametro e 50-200 pum de comprimento. Nas extremidades dos
cardiomidcitos, observam-se juncdes intercelulares complexas (juncdes gap) que
possibilitam o fluxo de corrente elétrica na forma de ions. A caracteristica excitavel
do coracdo permite a propagacdo do potencial de acdo responsavel pelo
funcionamento coordenado do tecido cardiaco. O musculo cardiaco apresenta ainda
linhas transversais responsaveis pela forca de contragdo e velocidade de
propagacdo do impulso cardiaco (Figura 1). O circuito elétrico do coracdo segue um
caminho distinto do atrio direito através dos ventriculos do coracao (IAIZZO, 2005;
IVER et al., 2012; SHIELS, 2017).

Além dos cardiomiécitos o tecido cardiaco é constituido por células como
fibroblastos, células musculares lisas e endoteliais que variam em alinhamento,
distribuicdo populacional e fenétipos entre as diferentes regides do coracdo (XIN;
OLSON; BASSEL-DUBY, 2013).

A matriz extracelular (MEC) cardiaca é composta por colageno tipo | e tipo Il
que acoplam cardiomidcitos e mantém o arranjo espacial entre os miofilamentos e
os capilares locais (KORECKY; HAI;, RAKUSAN, 1982; TILKORN et al., 2010,
CHRISTINE et al., 2016).

Figura 1 - Representacdo esquematica das principais estruturas anatdbmicas do coracao.
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O mdusculo cardiaco possui propriedades eletrofisiolégicas e mecéanicas que
determinam o funcionamento automético e ciclico do 6rgdo. As propriedades
eletrofisiolégicas e mecanicas sao responsaveis pela contratilidade e relaxamento do
musculo cardiaco (AGGARWAL; MAKIELSKI, 2013; SHIELS, 2017). Contratilidade
€ a capacidade de contracdo do musculo cardiaco, chamado de sistole. A atividade
mecanica de contracdo esti associada a excitacao elétrica dos cardiomiécitos. A
estimulacdo da célula cardiaca permite a propagacéao do potencial de acéao para as
células vizinhas através das juncdes gap, contraindo o musculo cardiaco e
bombeando o sangue. Relaxamento é a capacidade de desativacdo do coragéo,
chamado de diastole, responsavel pelo retorno do sangue e o enchimento do
coragao (IAl1ZZO, 2005; VIKHOREYV, 2018).

2.2 Infarto Agudo do Miocardio (IAM)

As doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de morbidade e
mortalidade no mundo (HUANG et al., 2018). Segundo a Organizacdo Mundial de
saude (OMS) em 2016 cerca de 17,9 milhdes de pessoas morreram devido a DCV,
sendo que dentre estas mortes 85% € decorrente de derrame e infarto agudo do
miocéardio (IAM) (ASARIA et al., 2017).

O termo IAM pode ser definido como a morte de cardiomidcitos causada por
isquemia prolongada. Na maioria dos casos de IAM, ocorre uma interrup¢cado aguda
do fluxo de sangue em um ramo coronariano que compromete a viabilidade ou a
capacidade contratil desse tecido muscular (Figura 2). O tratamento clinico para o
IAM tem como objetivo restaurar a perfusdo precoce do segmento do musculo
cardiaco atingido e melhorar a integridade funcional do coracdo (DAVIES, 2000;
FATHALA, 2011).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos fendmenos envolvidos no infarto agudo do miocéardio
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Fonte: adaptado de www.mdsaude.com

A angioplastia primaria € a terapia que apresenta maior indice de sucesso,
pois leva a revascularizagdo de 90 a 95% do tecido afetado (TING; YANG; RIHAL,
2016). A recanalizacdo precoce da artéria responsavel pelo infarto limita a fibrose
miocéardica e reduz tanto a morbidade como a mortalidade. No entanto, para
alcancar este indice de recuperacao, o fluxo coronariano deve ser restabelecido no
periodo de 60 a 90 min da ocorréncia do IAM (PIEGAS, 2015). Quando a reperfuséo
ndo é realizada a tempo, o miocardio pode sofrer diferentes graus de lesdo e
rompimento das fibras musculares e das redes de colageno. O quadro pode evoluir
para um alto grau de morte celular, seguido por necrose da area comprometida e
perda da elasticidade miocérdica e a¢do de bombeamento sanguineo (VAUGHAN;
PFEFFER, 1994 ;PARK et al., 2011).

Apos o IAM ocorre uma sequéncia de reacfes fisiologicas iniciadas com a
apoptose dos cardiomidcitos (PIEGAS et al.,, 2015). Dependendo da idade do
individuo o miocéardio apresenta uma taxa de reposicédo dos cardiomiécitos estimada
entre 0,3 a 1%, anualmente (BERGMANN et al., 2010). No entanto, o coracao
humano ndo pode regenerar a funcéo contratil apés o 1AM, pois os cardiomidcitos
sao diferenciados e ndo se proliferam na regido com isquemia tecidual. A nao
reposicdo dos cardiomiocitos leva a formacdo de uma cicatriz colagenosa que
interfere na sistole e diastole, funcdo natural do muasculo cardiaco (SOONPAA,
FIELD, 1998; NADAL-GINARD; ANVERSA; LERI, 2003; LEOR; AMSALEM; COHEN,
2005).
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Em decorréncia ao insulto isquémico instalado, ocorre a readaptacédo e
compensacdo do segmento ndo mais contratii do coragdo, resultando no
remodelamento ventricular (FRANCIS, 2001). Durante o0 processo de
remodelamento, ocorrem mudancas estruturais na regido cardiaca afetada pela
isquemia, causando o aumento da pressdo diastélica no VE. Os pacientes
acometidos por disfuncdo do miocérdio tendem a apresentar sintomas progressivos
de IC, como dispneia progressiva a esforcos e arritmias ventriculares graves,
gerando alto custo de tratamento e diminuicdo da expectativa de vida (VAUGHAN;
PFEFFER, 1994; COHN et al., 2000; PIEGAS, 2015).

Apesar dos beneficios dos tratamentos clinicos e farmacoldgicos do IAM, a
ocorréncia de IC, como patologia compensatoria, é significativa e responsavel pela
maioria dos 6bitos. No caso de paciente com IC em fase terminal, o transplante
cardiaco se torna a alternativa mais viavel (XING et al.,, 2012). No entanto, 0s
procedimentos cirdrgicos com esta finalidade enfrentam obstaculos que limitam sua
aplicacdo. Entre as dificuldades encontra-se a escassez de doadores, o0s
dispositivos biomédicos pouco eficientes e uso indiscriminado de imunossupressores
para evitar rejeicao do tecido ou 6rgao implantado (TABATA, 2009; LAM; WU, 2012).

O uso de medicina regenerativa surge como uma nova abordagem para
facilitar o reparo do tecido cardiaco isquémico, ap6s o IAM. Produtos da engenharia
de tecidos como as estruturas tridimensionais biomiméticas (scaffolds), podem
prover uma alternativa tecnoldgica para superar as limitacbes causadas pelas
doencas cardiovasculares, em especial o IAM. Os scaffolds (Scfs) podem substituir a
parte afetada do coracdo, induzir ou ampliar a regeneracdo enddgena da éarea
fiborosada do tecido cardiaco (SERPOOSHAN et al., 2014), diminuindo a
necessidade de transplantes (LAM; WU, 2012; TABATA, 2009; GUIMARAES et al.,
2016).

2.3 Scaffold

Scaffold (Scf) sdo matrizes tridimensionais porosas e temporarias capazes de
mimetizar a MEC e estimular respostas celulares especificas em nivel molecular.
Este modelo de dispositivo biomédico fornece condi¢cdes biofisicas e bioquimicas
adequadas, tanto para propagacéao celular e/ou molecular de sinalizacdo especifica,
como para manter-se integrado ao tecido hospedeiro, sem risco de rejeicdo (PARK
et al., 2011; REBELO et al., 2015).
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Scfs devem preencher requisitos biologicos, quimicos e arquitetbnicos
especificos de forma a biomimetizar a MEC do tecido nativo e estimular os
processos regenerativos. Dentre esses requisitos podemos citar: (i)
biocompatibilidade, integrar-se ao tecido nativo provocando resposta imunoldgica
minima,; (ii) taxa de biodegradacdo compativel com a taxa de regenerac¢do do novo
tecido, de modo que o Scf esteja totalmente degradado apés a regeneracao tecidual,
(i) propriedades fisiomecanicas similares as do tecido hospedeiro, para que possa
suportar a pressao hidrostatica e manter os espacos necessarios para a proliferacao
celular e formagéo da nova MEC; (iv) poros uniformes, interligados e com tamanhos
adequados ao fenétipo celular do tecido afetado e para permitir o transporte de
nutrientes e metabdlitos; possuir propriedades de superficie (quimica e topografica)
adequadas de modo a permitir a adesdo e proliferacdo celular (SALGADO;
COUTINHO; REIS, 2004; SUAREZ-GONZALEZ et al., 2010; KHORSHIDI et al.,
2016).

Na engenharia de tecidos os métodos mais utilizados para preparar Scfs
incluem: “solid free-form fabrication”, modificagcbes nos métodos “particle leaching”,
“‘gas foaming”, “termal induced phase separation”, “eletrospining”, “freeze-drying
unidirecional” e “biopoloting” (MULDER; BUMA; HANNINK, 2009; CHRISTINE et al.,
2016).

Scfs podem ser celulares ou acelulares. Nos Scfs celulares as células séo
incorporadas na estrutura antes da implantacdo do dispositivo no tecido cardiaco
(KLEIN et al., 2009). Os Scfs acelulares, por sua vez, sdo compadsitos que utilizam
um ou mais biomateriais presentes na MEC, como as proteinas (colageno) e
glicosaminoglicanas (polissacarideos), para estimular a quimiotaxia dos complexos
celulares/moleculares, como fatores de crescimento e iniciar a regeneracao tecidual
especific (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; ALEGRIA et al.,, 2018). A Figura 3

mostra os beneficios do Scf acelular na regeneragéo cardiaca.
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Figura 3 - Beneficios apresentados pelo scaffold acelular que favorecem a regeneracdo e
recuperacao funcional cardiaca
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Um dos problemas apresentado pelos Scfs celulares é que os batimentos
cardiacos estimulam a migracdo das células incorporadas na estrutura para o0s
tecidos adjacentes, chegando muitas vezes a corrente sanguinea. A baixa taxa de
retencdo celular compromete, a médio e longo prazo, a proliferacdo e regeneracao
do tecido lesionado (LANE, 2007; DOMENECH et al., 2016). Diante dessa limitacéo
Scf acelulares sdo uma alternativa promissora para a regeneracdo tecidual, pois
apresentam a capacidade de se integrar ao tecido nativo e promover a migracao de
células nativas para o interior de sua estrutura. Outras vantagens € que o0s Scfs
acelulares apresentam disponibilidade imediata de estruturas ja comercializadas,
como por exemplo, SynerGraft®, AlloDerm®, DermaMatrix®; baixa reacgao
imunoldgica e baixo custo (DOMENECH et al., 2016).

Scfs acelulares podem ser implantados ou injetados na regiao lesionada com
0 objetivo de estimular a migracdo de células endogenas, proliferacdo celular e
funcdo especifica (Figura 4). Diferentes tipos de Scf para regeneracédo de tecidos
estdo disponiveis: (i) matriz porosa tridimensional (BARDAKOVA et al., 2019) (ii)
matriz nanofibrosa (MING; ZUO, 2012), (iii) hidrogéis termorresponsivo (AVILES:
SHEA, 2011), (iv) scaffold microparticulado (baseado em microesferas)
(SHALUMON et al., 2016) e (v) matriz laminar (MANDAL et al., 2013).
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Figura 4 - Tipos de aplicacao de scaffolds acelular para regeneracao do tecido cardiaco apés infarto
agudo do miocardio.
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Scf laminar quando implantado na regido lesionada pode se ligar aos
fibroblastos do tecido cardiaco e bloquear a geracdo de forcas contrateis que
favorecem o aumento da lesé@o cardiaca. O bloqueio da contracao parece beneficiar
a regeneragéao no tecido que foi lesionado (ANNAS; ZERANIS; ARLEY, 2010). Cabe
ressaltar que na fase aguda a dilatacdo ventricular € consequéncia do processo de
expansdo do IAM, enquanto que a dilatacdo cavitaria tardia € consequéncia do
processo de hipertrofia excéntrica (ZORNOFF et al., 2008) (REBELO et al., 2015;
YE; BLACK, 2011; SICARI vvvet al., 2014).

Scf injetaveis, na forma microparticulada, sdo de interesse no campo da
medicina regenerativa devido a sua aplicagdo minimamente invasiva e capacidade
de preencher qualquer tamanho ou forma. As propriedades microestruturais dos Scf
baseados em microesferas favorecem a reparagao tecidual devido aos altos niveis
de porosidade e diametro dos poros, propriedades necessarias para que ocorra a
migracao, adesao e proliferagédo celular, além de contribuir para o fornecimento de
nutrientes e eliminacdo de metabdlitos (QUTACHI et al., 2014).

Scf injetaveis baseados em microesferas podem possuir propriedades

estruturais superiores a outros sistemas injetaveis, tais como hidrogéis ou pastas
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(WANG et al.,, 2012). Uma variedade de polimeros, naturais e sintéticos, como
coldgeno, quitosana, alginato e poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA), tem sido
usado para fabricar Scf injetaveis baseados em microesferas para regeneracéo de
tecido 6sseo, hepdtico, cardiaco e cartilaginoso (MUNARIN; COULOMBE, 2015;
(GUPTA et al., 2017).

O momento mais adequado para usar a terapia com base em Scf é apds a
ocorréncia do IAM. A implantacdo do Scf na area recém infartada podera mimetizar
a MEC nativa, levando a ativacdo de fatores quimiotaticos, recrutamento de
cardiomiécitos funcionais, estimulacdo da proliferacdo celular e subsequente
regeneracao tecidual. Outra hipotese é que o Scf podera fornecer reforco mecanico
adequado reduzindo o impacto do IAM na dilatacdo do VE, remodelamento
ventricular e diminuindo a formacéo de fiborose (ANNAS; ZERANIS; ARLEY, 2010;
YE; BLACK, 2011; REBELO et al., 2015; STOPPEL et al., 2015).

Cabe ressaltar que a regeneracao tecidual é favorecida pelo uso de materiais
com caracteristicas biomiméticas, como o0s biomateriais, que devido as suas
propriedades fisiomecanicas, quimicas e biocompativeis, juntamente com o método
de preparacdo do Scf, favorecem a formagdo de uma estrutura que estimula a
migracdo, adesdo e proliferacdo celular (TABATA, 2009; SUAREZ-GONZALEZ et
al., 2010).

2.4 Biomaterial

O termo biomaterial refere-se a todo material sintético ou natural que,
juntamente com as células constitui toda ou parte de um dispositivo biomédico capaz
de substituir ou melhorar uma funcao natural sem causar qualquer reacao toxica
nem rejeicdo imunolégica (BHAT; KUMAR, 2013).

2.4.1 Alginato

O alginato (AL) é um copolimero anibnico linear (Figura 5a) constituido de
acidos a-L-gulurbnicos e B-D-manurdnicos com ligagbes 1-4. O material varia
extensamente em termos da proporgdo de residuos manurénicos (M) e gulurénicos
(G), bem como na estrutura sequencial e grau de polimerizagdo. Desta forma, o
material pode apresentar sequéncias alternadas de residuos M-G (blocos
constituidos de dois ou mais residuos M ou G) (PURCELL; SINGH; KIPKE, 2009;
LEE; MOONEY, 2012).
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A geleificagcdo ionotrépica € o processo utilizado para se obter hidrogel de AL.
fons bivalentes, como Ca* ou Mg**, quando entram em contato com a dispers&o de
alginato de sédio, provocam a dissociacdo do sodio, que migra para a solucédo de
eletrélito. Em contrapartida, os fons de Ca®*, devido & carga bivalente irdo se ligar
aos blocos G disponiveis no interior da cadeia, formando uma estrutura
tridimensional descrita como modelo “caixa de ovos” (Figura 5b). A concentracdo de
Ca®" utilizada influencia a associacdo intercadeias, podendo ser temporéria ou
permanente, sendo que concentracdes altas de Ca®* favorecem a associacdo
permanente (GEORGE; ABRAHAM, 2006; LEE; MOONEY, 2012).

Figura 5 - Representagdo esquematica da estrutura quimica do alginato (a) e mecanismo de
interacdo idnica do alginato com cétions divalentes (b)
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Fonte: (TAN, 2013)

Uniformidade e resisténcia do hidrogel de AL dependem da taxa de
geleificacdo, sendo que a geleificacdo lenta favorece essas propriedades. Outro
parametro importante na geleificacdo € a temperatura, temperaturas mais baixas
retardam a formacdo de ligagBes cruzadas no hidrogel de AL (KUO; MA, 2001;
DRURY, DENNIS; MOONEY, 2004);

A massa molar (MM) do AL influéncia na taxa de degradacéo e propriedades
mecéanicas, 0s grupamentos quimicos disponiveis irdo influenciar a taxa de
degradacédo por hidrélise e as propriedades mecéanicas devido a suas propriedades
estruturais (SUN; TAN, 2013).

Esferas de alginato sdo obtidas pela reticulagéo idnica na presenca de Ca** e
sao utilizadas para encapsular substancias bioativas como fatores de crescimento e
proteinas, conforme vai ocorrendo a degradacgdo hidrolitica, essas substancias vao
sendo liberadas (CHANG, 1998; MAN et al., 2012). Além disso, o AL pode ser

utilizado para formar Scf de varias formas (esferas, esponjas, fibras e bastbes) para
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aplicacdes na medicina regenerativa. As esferas de AL podem se organizar em
estruturas tridimensionais (Scf) formando poros interconectados. A permeabilidade
apresentada pelas esferas favorece a protecdo imunologica a muitas células,
permitindo a adesao, proliferacdo e diferenciacéo celular (WANG et al., 2011; SUN;
TAN, 2013).

2.4.2 Quitosana

Quitosana (QT) € um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina (Figura
6a). (SENEL; MCCLURE, 2004). A molécula de QT (Figura 6b) é constituida de
unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcN) unidas pelo mesmo tipo de ligagao glicosidica B(1—4). A
proporcao das duas unidades na QT depende do tratamento alcalino do processo de
extracdo. No estado sélido, a QT € um polimero semicristalino, que na difracédo de
raio-X apresenta trés tipos de cristais: a , § e y (RAVI KUMAR, 2000; RINAUDO,
2006).

Figura 6 - Representacdo esquematica da estrutura quimica da quitina (a), quitosana (b) e quitosana
protonada (c)
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Fonte: (YANG, 2011)

A QT é uma base fraca insolivel em agua e solucéo fisiolégica e soluvel em

solucdes acida (pH inferior a 6). Devido a presenca das unidades glucosamina, ao
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serem diluidas em acido acético, ocorre a protono¢do dos grupamentos amino
(NH3") (Figura 6c¢), formando um polimero de caracteristica catiénica. O processo de
protonacédo enfraguece a resisténcia mecanica e quimica do hidrogel, mas favorece
0 grau de intumescimento e usa interacdo com outros polimeros de caracteristica
catidnica (ZHANG et al., 2010; DASH et al., 2011; AVILES; SHEA, 2011).

Os grupamentos amino (NH;) presentes na estrutura da QT confere
caracteristicas de bioadeséo (PERIOLI et al., 2008) e a similaridade entre a estrutura
quimica da QT e do acido hialurénico reforca a indicacdo do uso deste biopolimero
na area biomédica. Compostos contendo QT favorece seu uso como agente
cicatrizante e reparador de tecidos, pois € capaz de aumentar as funcdes de células
inflamatorias como os leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos (UENO et al.,
2001; ZHANG et al., 2010; DASH et al., 2011).

Compositos a base de QT podem combinar véarias propriedades de interesse
para a engenharia de tecidos cardiacos, incluindo a origem natural e a
biodegradabilidade (como estruturas de colageno) com propriedades mecanicas e
conducdo elétrica adequadas. Como a QT € ndo condutiva, suas propriedades
elétricas podem ser melhoradas pela adicdo de material condutor (MARTINS et al.,
2014). Scf compostos por QT e/ou colageno permitem um melhor controle das
propriedades mecéanicas e podem ser bons promotores de angiogéneses para o
tecido cardiaco (STOPPEL et al., 2015).

2.4.3 Colageno

As proteinas como o colageno sdo formadas pela polimerizagdo de uma
mistura de aminoacidos por meio de ligagdes peptidicas (-CO-NH-), resultando em
cadeias longas com seus respectivos grupos laterais (R1, R2, etc.). Existem mais
de 20 tipos de colageno e todos apresentam a mesma estrutura molecular basica,
ou seja, uma tripla hélice formada por cadeias peptidicas de aminoacidos (Gly-X-
Y). A glicina (Gly) corresponde a um tergo dos aminoacidos, outros 15 a 30%
correspondem a prolina (Pro na posicao X) e a hidroxiprolina (Hyd) e alanina (Al)
(na posicao Y) (GELSE; PO; AIGNER, 2003).

O colageno tipo | (ColTipol) (Figura 7) € a proteina fibrilar estrutural mais
utilizada como biomaterial devido a alta similaridade da sequéncia de aminoacidos
entre as diversas espécies, sua estabilidade conformacional, abundancia na matriz

extracelular e capacidade de suportar a adesao e proliferacao celular. O ColTipol
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e Ill formam uma rede de apoio para as células favorecendo o alinhamento,
resisténcia a tracao e deformacdo, mantém a forma e espessura, evita a ruptura,
além de contribuir para a rigidez e formacao tecidual (HARDING et al., 2008;
PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010).

Figura 7 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do Colageno tipo I, sendo gly (glicina),
pro (prolina) e hyp (hidroxiprolina)
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Fonte: https://www.proto-col.com/2014/07/collagen/

A densidade dos grupamentos terminais e laterais acido como a carboxila
(COOH) e basico como a amina (NH;) conferem ao colageno a caracteristica
anfotérica. Desta forma, fatores como pH do meio reacional, temperatura e forca
ibnica irdo influenciar se esta biomolécula ficara carregada negativamente (-COO)
ou positivamente (NH3"). A alteracdo da densidade de carga influencia diretamente
as propriedades funcionais e fibrilogénese devido as variacbes das interaces
eletrostaticas e hidrofébicas do colageno. As alteracdes nas interacdes
eletrostaticas podem aumentar ou diminuir o diametro da fibrila de colageno, e
consequentemente a estrutura da proteina. Tais alteragcbes afetam as
propriedades emulsificantes, gelificantes e de retencdo de &agua de produtos
obtidos do colageno (ACHILLI; MANTOVANI, 2010).

O processo de geleificagdo do coldgeno ocorre em decorréncia da
formacao de estruturas ordenadas e estabilizadas por ligacdes de Van der Waals
e ligagbes de hidrogénio. Durante a geleificagdo as proteinas livres e
desordenadas sao alteradas para um conformacgao heicoidal formando uma rede
estruturada (NEKLYUDOV, 2003).

Do ponto de vista da biomecanica, os colagenos fibrilares (tipo I, I, 1l e V)
Sado mais interessantes, pois ao se agregarem paralelamente forma fibrilas que

conferem resisténcia e flexibilidade. Essas caracteristicas fazem do colageno um


http://www.proto-col.com/2014/07/collagen/

34

biomaterial de interesse na area biomédica. O colageno possui ainda, a
capacidade de promover crescimento celular, motivo que favorece sua utilizagao
em matrizes tridimensionais para regeneracao tecidual (LEE; SINGLA; LEE,
2001).

A grande biocompatibilidade do colageno, esta associada a formacao de
uma rede polimérica que contém 99% de agua. Essa caracteristica confere a
esses materiais a capacidade de mimetizar um ambiente semelhante aos tecidos
naturais. No entanto, os polimeros naturais precisam ser associados a outros
biomateriais para melhorar as propriedades biomecanicas. Em contrapartida, os
polimeros naturais apresentam caracteristicas fisiolégicas mais favoraveis, tais
como bioadeséo seletiva, propriedades semelhantes a MEC, bem como atividade
bioldgicas especificas (RATNER; BRYANT, 2004; TABATA, 2009; ZHANG; HU;
ATHANASIOU, 2011).

Scf de coldgeno podem ser fabricados pela técnica de liofilizacdo, onde a
solubilizacdo em meio acido contribui para a formacdo de acido organico e é
frequentemente adicionado para incentivar a formacéo de dendriticos na rede de
cristais de gelo sem formagao de ramificagdo lateral (ACHILLI; MANTOVANI,
2010).

Scf de colageno serviu de suporte para crescimento de midcito ventriculares
em ratos neonatos e as células desenvolvidas na estrutura contrairam ao estimulo
mioelétrico de 2 ms,5 V/cm,1Hz (RADISIC et al., 2004).

Zimmerman e colaboradores (2006) demonstraram que um Scf de colageno
pode deter a formacdo de fibrose no tecido cardiaco de ratos neonatos apés a
ocorréncia do infarto do miocardio. Scf de coldgeno apresentaram capacidade de
retencdo celular, e desta forma pode ser considerado um regulador da adeséo
celular. Além disso, implantes acelulares de coldgeno provocaram menor processo

inflamatério no tecido adjacente saudavel (HAO et al., 2007).

2.4.4 Polianilina

Polianilina (PANI) é um polimero linear obtido da oxidagdo quimica ou
eletroquimica da anilina. A composi¢cdo quimica na forma de base (ndo dopada)
pode ser representada por sua estrutura quimica na forma reduzida e oxidada
(Figura 8) e seus anéis podem existir nas formas benzendides ou quindides. A

7

PANI é diferenciada dos demais polimeros por apresentar uma espécie de
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dopagem (protonacao reversivel), que poder ser desprotonado na presenca de
uma base e novamente dopado, ocasionado pouca ou nenhuma degradacgéo do
polimero (SIRIVISOOT, 2014).

Figura 8 - Representagao esquemética da estrutura molecular da polianilina na forma reduzida
(ganho sw elétrons) e oxidada (perda de elétrons)
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Fonte: https://www.maxwell.vrac.puc-rio.br/18472/18472 4.PDF

A forma totalmente reduzida e oxidada da PANI sao chamadas,
respectivamente, de forma leucoesmeraldina (apresenta cor azul) e forma
pernigranilina (apresenta cor violeta), na forma meio oxidada (50%) é chamada de
sal de esmeraldina (apresenta cor verde) (Figura 9). Todas as formas sao
isolantes, no entanto, quando a forma esmeraldina € dopada em meio &cido
ocorre 0 aparecimento dos polications e aumento na condutividade na ordem de
dez vezes de magnitude (BOEVA; SERGEYEV, 2014).

Figura 9 - Representacdo esquemaética da polianilina na forma de sal de esmeraldina (protonado - cor
verde)

Fonte: (VARGAS et al., 2017)

Polimeros condutores (PC) como a PANI, apresentam diversas aplicacdes
biomédicas tais como desenvolvimento de musculos artificiais, fabricagdo de
biosensores, liberacdo controlada de farmacos e estimulagdo nervosa
(RAVICHANDRAN et al., 2010 ; CUI; YANG; LI, 2016). PCs, como PANI,
mostraram capacidade para modulacdo das atividades celulares, incluindo
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adesao, fixacdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacédo celular. Células cultivadas
em substratos contendo PC influenciaram a modulacdo de alguns tipos de
regeneracao tecidual como tenddes, pele, tecido cardiaco, tecido musculo
esquelético e tecido 6sseo (AZHARA; OLADA; SALEHIBC, 2014).

Scf formado por fibras poliméricas e PANI permitiu a condugéo de estimulo
elétrico pela extensdo do dispositivo. O estimulo elétrico gerado favoreceu a
diferenciacdo das células mesenquimais e cardiomiocitos (BORRIELLO et al.,
2011).

Sirivisoot e colaboradores (2014) obtiveram crescimento celular e
condutividade do impulso elétrico em nanofiboras de PEDOT poli (3,4-
etilenodioxitiofeno) contendo 0,5% de PANI. As nanofibras apresentaram ainda,
um aumento na condutividade do impulso elétrico em 400% quando comparada ao
hidrogel de colageno contendo células (SIRIVISOOT et al., 2014).

Construcdes eletricamente ativas podem ter um efeito benéfico em tecidos
eletrorresistentes, como o cérebro, coracdo e sistema nervoso. PCs estdo sendo
considerados como componentes desses construtos devido a sua nhatureza
eletroativa. Experimentos ex vivo revelaram que a natureza condutiva de
biomateriais tem um efeito imediato sobre a eletrofisiologia do coracdo (MAWAD et
al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

v" Projetar, desenvolver e avaliar in vitro, scaffold microparticulado e scaffold
laminar, acelulares, para regeneracdo e recuperacao funcional do muasculo

cardiaco afetado por isquemia do miocardio.

3.2 Especificos:

3.1.1 Scaffold microparticulado

v' Avaliar a técnica de obtencdo de microesferas usando principios de
geleificacdo ionotropica.

v Avaliar a condutividade do impulso elétrico.

AN

Caracterizar e avaliar caracteristicas morfologicas.

v Caracterizar e avaliar as propriedades fisico-quimica.

3.1.2 Scaffold laminar
v' Avaliar a técnica de extensdo de hidrogel para preparacdo de scaffolds
laminares.
Avaliar o efeito de diferentes temperaturas de congelamento.
Caracterizar e avaliar as caracteristicas morfologicas.

Caracterizar as propriedades fisiomecénicas e fisico-quimicas.

D N N NN

Avaliar a hidrofilicidade, desintegracdo e mucoadeséo.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

Quitosana de baixa massa molar (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA),
alginato de sodio de média viscosidade (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA),
coldgenos em p6 do Tipo | (entre 0,45 a 0,57 mm) gentilmente doado por Novaprom
Food Ingredients (Lins, SP), anilina e persulfato de amonio (Labsynth, Diadema,
Brasil). As demais matérias primas utilizadas eram de grau de pureza para uso

farmacéutico.

4.2 Método

A Figura 10 mostra o delineamento experimental referente as etapas

envolvidas no desenvolvimento dos Scf acelulares.



Figura 10 — Delineamento experimentalo das etapas envolvidas no desenvolvimento dos scaffolds acelulares

SCAFFOLDS ACELULARES

SCAFFOLD LAMINAR ELETROCONDUTIVO

¥ COLAGENOTIRO | ¢

( . ¥ COLAGENOTIFO | E

¥ QUITOSANA MATERIAS ¥ QUITOSANA MATERIAS
+ AUGINATO DE SGDI0 ¥ GUCEROL PRIMAS ¥ GUCEROL RS
+ COUAGENOTIPO | f , P

+ QUITOsAA ﬂ Mp‘;m’ ¥ PoAALIA

+ POUANILNA -

l COPOLT A (1) B (21) - [31)- D [£1) | FORMULACOES

MICROESFERAS ELETROCNDUTIVAS

COTPOLGT-PANI D [4:1:0) -DP [4:1:1mg/mi) |<—‘ FORMULACES

MR AT (2 DETERMNACRO D0S (_osreNgaopasscareoLDs LaMINARES POR EXTEnGRO ELioFoacho |
aoowemocormny <] PARAMETROS ENVOLVIDASNA [ ORTENGAD DOS SCAFFOLDS LAMINARES ELETROCONDUTOS POREXTENGAOE LiOFIoizAcHO ]
¥DISTANGA DO BCD EETOR PREPARACAQ DAS
/AJUSTEPH S0UGHO CaCl, MICROESFERAS [ CONGELAMENTOEM -24°C E 81°C ] [ EXTENSOR 1£3 mm ]

[ TECNICA FREEZE-DRYING ] [ EXTENSOR 1E3 mm ]

CARACTERIZACAO DOS SCAFFOLDS

ESTUDO DOS PARAMETROS
INCORPORACAD DAS MATERIAS
PRIMAS

| camacTERiZAgRO DOS scaFFOLDS

¥ ¥ i [
e | | AR [rﬁormzmssnﬂomzcﬁmus] [ MODULO DEYOUNG ] CAPACIDADE DE MUCOADESAO
I I

+ MICROSCOPIA OFTICA

- o + ] ] ¥ ] 7 } i
v DsC DAS MICROESFERAS D5C CAPACIDADE DE {mrmsmms (MDDULO CAPACDADEDE | | MICROTOMOGRAFA | | MEV | | CAPACDADEECNETICA | | DESINTEGRAGRO
/FIR " i FISIOMECANICAS | | DE YOUNG i DE INTUMESCIMENTO
— l SELECAD DAS AMOSTRAS “::‘E_'::Iﬂﬂ MUCOADESAO
+ MICROSCOPIA OFTICA
v MEV MICROESFERAS CONTENDO
¥ DSC POLIANILINA ‘ MICROTOMOGRAFIA
/AR \
+ CAPACIDADE DE CONDUTVIDADE ELETRICA

‘ SELECAO DAS AMOSTRAS

CAPACIDADE DE INTUMESCIMENTO ] [ CINETICA DE INTUMESCIMENTO ]

Fonte: Elaboragéo propria

Legenda: Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC — Differential Scanning Calorimetry), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR - Fourier transform infrared spectroscopy), MEV — microscopia eletrénica de varredura
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4.3 Determinacédo do ponto isoelétrico do coldgeno tipo |

A determinacdo do ponto isoelétrico do Colageno Tipo | (ColTipol) foi
realizada por meio de titulacdo potenciométrica. O colageno (0,2 g) foi dissolvido em
20 mL de solucao padronizada de acido acético 0,1 N (pH 2,5), seguido de diluicdo
em 10 mL de agua deionizada. A titulacdo potenciométrica foi realizada com solugéo
padronizada de NaOH 25mN (pH 8,0). Os pH e volume de NaOH adicionado foram
registrados. Uma segunda titulacdo foi realizada dissolvendo 0,2 g de colageno em
solucéo padronizada de NaOH 0,1 N (pH 11,0), seguido de diluicdo em 10 mL de
agua deionizada. A titulacdo potenciométrica foi realizada com solucéo padronizada
de HCI 25mN v Com base nos resultados foi construido um diagrama binario para

tracar a curva pH x volume na solucéo padronizada.

4.4 Preparacédo da polianilina

Para a preparacdo da polianilina (PANI), 7,5% de persulfato de amonio
((NH4)2S20g) foi dissolvido em solugéo de HCI 1M. Resumidamente, a formacéo da
PANI na forma de sal de esmeraldina oxidada foi obtida pela mistura de 20mL de
HCI 1M com 80 mL da solucdo a 7,5% de (NH4)»S20g). A mistura das solucdes foi
realizada com agitagéo constante durante 2 h. A temperatura do sistema foi mantida
constante (-10°C). A PANI foi separada do meio reacional por filtracdo e armazenada

ao abrigo da luz em dessecador até peso constante.
4.5 Preparacédo do Scaffolds acelulares
4.5.1 Preparagao do Scaffold microparticulado

A. Preparacéo da disperséo de alginato de sodio

A dispersédo aquosa de alginato de sodio (AS) a 1,5% (m/v) foi preparada sob
agitacdo mecanica a 7000 rpm (Ultra Turrax — T-25D — IKA, Staufen, Germany), até

completa homogeneizacdo e mantida em repouso para eliminacao das bolhas

B.Técnica de preparacéo das microesferas poliméricas

Experimentos preliminares foram realizados para determinar a melhor

concentracdo da dispersdo de alginato de sédio, do agente reticulante (CacCl,), pH
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do meio, tempo de reagédo e velocidade de agitacdo, bem como a altura do bico
ejetor em relacao a superficie da solugcdo aquosa de CaCl,

As microesferas foram obtidas por geleificacdo ionotropica de alginato de
sédio (1,5%) com CaCl, 5% (m/v) conforme descrito por Wang et al. com pequenas
modificacdes (WANG et al.,, 2007). O sistema de gotejamento {Figura 11) foi
montado com uma bomba peristaltica (MINIPULS 3 — GILSON, Villiers le Bel,
Franca), agitador mecanico (TE-039 — TECNAL, Piracicaba, Brasil) e frasco de
reacdo de bancada cilindrico e jaquetado acoplado a um banho termostatico (TC-
550 — Brookfield, Toronto, Canada).

Figura 11 - Sistema de preparacao para obtencéo de microesferas pelo método de geleificagdo
ionotrépica da disperséo polimérica de alginato de sodio.

Mangueiras cc

" fluxo do banho

Fonte: Elaboracao propria

As dispersdes poliméricas (Tabela 1), livres de bolha de ar, foram transferidas
para a solucdo concentracdo de CaCl, (pH 5,0) com taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O
volume de cada gota foi controlado por um bico ejetor com diametro de 0,3 mm e

mantido a 2 cm de altura da solugéo de CaCl,. Durante a etapa de transferéncia de
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massa, a agitacao (300 rpm) e a temperatura (25°C) do meio reacional foram
mantidas constantes. As microesferas obtidas foram retiradas da solucédo de CacCly,
lavadas com agua purificada e mantidas sob agitacdo em solucéo de CaCl, 5% (m/v)
dentro de incubadora orbital (TE-399 — TECNAL, Piracicaba Brasil) ajustada para
100 rpm, na temperatura de 25°C durante 72 h. ApOs esse processo as microesferas
foram novamente lavadas com agua purificada e mantidas em solucédo etandlica a
70% (v/v) durante 5 min. Agua superficial foi removida em estufa com circulacéo
forcada de ar (TE-394/2 —-TECNAL, Piracicaba, Brasil) e temperatura ajustada para
30°C. A remocdo de agua aderida na superficie das microesferas foi determinada

por gravimetria.
B. Otimizacdo das microesferas poliméricas de alginato de calcio pela incorporacéo
de Quitosana — Colageno e Polianilina

As microesferas de alginato de calcio (AC) (Tabela 1 - F2) foram otimizadas
com dispersdes aquosas QT, ColTipol e PANI, em diferentes concentragdes,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Microesferas obtidas com alginato de sodio, quitosana, colageno tipo | e polianilina

a N ——
RO A AS | ColTipol | QT | PANI | CaCl, [LuEE
(%) (%) (%) | (mg/mL) (%)
F1 15 i - i 5 7,25
F2 15 i - i 5 5,0
F3 1,5 i 1,5 i 5 5,0
F4 15 15 - i 5 5,0
F5 15 1,5 1,5 i 5 5,0
F6 15 i - 5 5 5,0
F7 15 15 1,5 5 5 5,0

Fonte: Elaboragéo propria

Legenda: F — Formulagdes, AS — Alginato de sédio, QT — Quitosana, ColTipol — Colageno tipo I,
PANI — Polianilina, CaCl, — Cloreto de Calcio, pH — Potencial hidrogenidnico.
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As microesferas F1 e F2 foram obtidas pela reticulacdo da dispersao de AS
1,5% (m/v) com Ca*" presente na solucdo CaCl, com pH ajustado para 7,25 e 5,0,
respectivamente. A dispersao de QT foi homogeneizada na solucdo de CacCl, 5%
(m/v) pH 5,0. Para a obtencao da formulacdo F3 (Tabela 1), a dispersdo de AS foi
gotejada com taxa de fluxo de 0,5 mL/min (Bomba peristaltica — MINIPULS 3 —
GILSON, Villiers le Bel, Franga) no CaCl, 5% (m/v) contendo QT (pH 5,0).

A dispersao de ColTipol foi homogeneizada na solucdo de CaCl, 5% (m/v) pH
5,0. Para a obtencéo da formulacéo F4, a dispersao de AS foi gotejada com taxa de
fluxo de 0,5 mL/min na solugéo de CaCl, 5% (m/v) contendo ColTipol (pH 5,0).

As dispersdes de ColTipol e QT foram dispersas na solugdo CaCl; 5% (m/v)
pH 5,0. Para a obtencao da formulacéo F5, a dispersédo de AS foi gotejada com taxa
de fluxo de 0,5 mL/min na solucédo de CaCl, 5% (m/v) contendo ColTipol e QT (pH
5,0).

Para a obtencdo da formulacdo F6, a PANI (5mg/mL) foi incorporada na
dispersdo de AS 1,5% (m/v) sob agitacdo mecéanica (7000 rpm), até completa
homogeneizacédo. Para a eliminacdo de bolhas de ar a dispersdo de AS-PANI foi
armazenada sob refrigeracdo (10°C) durante 24 h. A dispersdo de AS-PANI foi
gotejada com taxa de fluxo de 0,5 mL/min na solugéao de CacCl, 5% (m/v) pH 5,0.

Para a obtencdo da formulagdo F7 a PANI (5 mg/mL) seguiu os mesmos
procedimentos realizados para a formulacdo F6. A dispersdo de ColTipol e QT
(Tabela 1) foram homogeneizadas na solu¢cdo de CaCl, 5% (m/v) pH 5,0. A
dispersdo de AS-PANI foi gotejada na solugéo de CaCl, 5% (m/v) pH 5,0 contendo
ColTipol e QT.

4.5.2 Preparacao dos Scaffold laminares

A. Preparacao das dispersdes poliméricas

A disperséo de ColTipol 10% (m/v) e QT 2,0% (m/v) foram preparadas com
acido acético 0,5% (v/v). A dispersao de ColTipol-QT foi ajustada para pH 5,0. As
formulacGes foram obtidas pela homogeneizagéo das dispersdes de ColTipol 10%
(m/v), QT 2,0% (m/v) e glicerol em diferentes razbes massicas (Tabela 2). As
dispersdes foram mantidas sob refrigeracdo (10°C), durante 24 h. As dispersdes
poliméricas foram previamente aquecidas a 35°C (banho termostatico Brookfield —

TC 550, Massachusetts, USA) antes de serem transferidas para o extensor.
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Tabela 2 - Formulacdes das dispersdes poliméricas A, B, C e D para preparacédo de scaffols

laminares
DA 76 A AS DA

AMosTRA | DISPERSOES PO RICA 9
ColTipol QT Gli (%)

A 1 1 5

B 2 1 5

C 3 1 5

D 4 1 5

Fonte: Elaboracao Propria
Legenda: QT — Quitosana, ColTipol — Colageno tipo I, Gli — Glicerol

B. Preparacao das dispersfes poliméricas com capacidade eletrocondutiva

A dispersao de ColTipol 10% (m/v) foi preparada em acido acético 0,5% (v/v).
A dispersdo de QT 2,0 % (m/v) foi preparada em &cido acético 1,5% (v/v). Para a
obtencéo da dispersao QTP 2% (m/v) a massa de 5 mg/mL da PANI foi adicionada
ao acido acético 1,5 (v/v), agitado a 7000 rpm até total homogeneizacdo e
adicionado QT. A formulacdo D (Tabela 2) foi obtida pela mistura da razdo massica
de 4:1 (Coltipol:QT) adicionada de 5% de glicerol. A formulacdo DP foi obtida pela
mistura da razdo massica de 4:1 (ColTipol:QTP) adicionada de 5% de glicerol. As
dispersdes foram refrigeradas (-10°C), durante 24 h. Para se obter uma viscosidade
adequada para o processo de extenséo, as dispersdes poliméricas foram aquecidas
em banho termostatico (Brookfield — TC 550, Massachusetts, USA) mantido a uma

temperatura de 35°C.

C. Preparacédo dos scaffolds laminares

Para a obtencdo dos Scf laminares as dispersdes poliméricas (A-D) foram
estendidas, separadamente, utilizando extensores de acrilico com aberturas del mm
ou 3 mm para vazao (Figura 12). O extensor contendo a dispersdo polimérica foi
deslocado com velocidade constante sobre uma placa de vidro previamente
desengordurada (Figura 13). Para avaliar a influéncia da temperatura no processo

de formacé&o dos poros dos Scf, as dispersdes poliméricas estendidas sobre placas
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de vidro e congeladas em refrigerador (-8°C) ou ultrafreezer (-80°C). As amostras
foram mantidas sob congelamento durante 6 horas e liofilizadas durante 24 h. As
amostras obtidas com extensor de 1 mm e congeladas a -8°C (C) e -80°C (UT)
foram nominadas, respectivamente, por A1C, B1C. C1C, D1C, e A1UT, B1UT.
C1UT, D1UT. As amostras obtidas com extensor de 3 mm foram nominadas,
respectivamente, por A3C, B3C. C3C, D3C, e A3UT, B3UT. C3UT. D3UT. As
dispersdes poliméricas (D) contendo PANI foram obtidas com extensor de 1 mm e 3
mm, congeladas a -8°C (C) e -80°C (UT) e nominadas respectivamente, de DP1UT e
DP3UT.

Figura 12 - Extensor de acrilico com abertura para vazéo de 3 mm, 1 cm de largura e 18 cm de
comprimento

Preenchimento com a

disperséo

Abertura de vazao

Fonte: Elaboracgéo propria

Figura 13 - Extenséo da dispers&o polimérica sobre placa de vidro com auxilio do extensor de
acrilico.

Fonte: Elaboracéo propria
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4.6 Métodos de caracterizacdo

4.6.1 Avaliagédo das caracteristicas morfologicas das microesferas

As dimensbes e caracteristica de superficie das microesferas foram
avaliadas em microscopio Optico (Zeiss — Axio Vert Al, Jena, Germany) com
magnitude de 10x. As imagens foram capturadas em camera fotogréafica acoplada
ao microscopio e digitalizadas.

4.6.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para a caracterizacdo termoanalitica das amostras foi utilizado DSC (Thermal
Analyzer TA 60W - Shimadzu DSC-60, Kyoto, Japan) em atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 50 mLmin™, sob uma razdo de aquecimento de 10°C min™. Para a
avaliacdo das matérias primas, microesferas secas (F2 - F7) e Scf laminares foram
alocados em cadinho de aluminio hermeticamente fechado com aproximadamente 2
mg de amostra, como referéncia foi utilizado capsula vazia. O teor de agua presente
nas matérias primas e nos Scf foi avaliado em balanca analitica acoplada a sistema
de secagem por radiacao infravermelha (Shimadzu - MOC-63U, Kyoto, Japan). As
condi¢cBes de secagem foram mantidas em modo “slow”, 60°C, variacdo de peso de

5%, e precisao de 0,001 g.

4.6.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacao dos grupamentos quimicos especificos das matérias primas
foi realizada em FTIR (Shimadzu, FTIR IRAffinity-1S. Kyoto, Japdo) com resolucéo
de 4 cm™ e 128 scans. Para a avaliacdo dos espectros das matérias primas e
microesferas (F2 — F7) as pastilhas foram preparadas misturando 300 mg de KBr e
aproximadamente 2 mg de matérias primas e de microesferas previamente
trituradas. Os espectros foram obtidos pela varredura na faixa de 4000 a 400 cm™.
Os espectros dos Scf laminares foram obtidos no modo de reflectancia total
atenuada (ATR) e varredura na faixa de 4000 a 600 cm™. Os espectros foram
normalizados e as bandas de vibracdo foram associadas as ligagdes quimicas

covalente para cada material avaliado.
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4.6.4 Avaliacdo da capacidade de condutividade do impulso elétrico

As medidas de condutividade do impulso elétrico foram realizadas por método
adaptado de Tang; Wu e LIN (2008) utilizando condutivimetro (MCA 150P, MS
Tecnopon Instrumentacdo, Piracicaba, Brasil). As aliquotas de 10 e 20 mg de
microesferas F2, F6 e F7, e amostras de 1cm? e 2 cm? dos Scf laminares D1UT,
DP1UT, D3UT DP3UT foram imersos, separadamente, em 10 mL de &gua
ultrapurificada. Apés 30 min o eletrodo juntamente com probe de controle de
temperatura foram introduzidos no meio e a condutividade foi registrada. A

condutividade do impulso elétrico da agua ultrapura foi previamente avaliada.

4.6.5 Propriedades fisiomecanicas e de mucoadesé&o dos Scf laminares

As propriedades fisiomecanicas e de mucoadesao dos Scf laminares foram
avaliadas utilizando texturdmetro (Stable Micro Systems - TA-XT Plus, Surrey, Reino
Unido) no modo de compressdo para avaliacdo da mucoadesao, resisténcia
mecénica a perfuragdo, flexibilidade e médulo de elasticidade e no modo de tenséo
para o ensaio resisténcia ao alongamento. Os parametros utilizados estdo descritos
na Tabela 3. As medidas foram registradas pelo software Exponente Texture

Analysys.

Tabela 3 - Pardmetros utilizados na avaliacdo das propriedades fisiomecanicas dos Scf laminares

Parametros Elongacéo Perfuracéo Relaxacéo

Aparato Presilhas Suporte para filme Suporte pra filme
Codigo AIMTG Codigo HDP/FSR Codigo HDP/FSR

Modo Teste Tensao Compressao Compresséao
Velocidade pré teste 1 mm/s 2 mm/s 1 mm/s
Velocidade teste 0,5 mm/s 0,5 mm/s 0,5 mm/s
Velocidade pds teste 10 mm/s 10 mm/s 10 mm/s
Modo Distancia Distancia Distancia
Distancia 25 mm 12 mm 3 mm
-rl;:g\?i rqneenta(; a0 Auto Auto Auto
Forca 0,049 N 049 N 0,049 N

Fonte: Elaboragao propria
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A. Resisténcia a perfuracéo, flexibilidade e modulo elasticidade

Para avaliar a resisténcia fisiomecanica dos Scf laminares amostras de 2 cm?
foram fixadas entre duas placas perfuradas (HDP/90) previamente fixadas a
plataforma do equipamento. O probe (P/5S) foi comprimido no sentido apical —
basal sobre a superficie das amostras, com forca de compressédo de 0,049 N. O
ensaio de perfuragéo, flexibilidade e elasticidade foram realizados a uma velocidade
de 0,5 mm.s™. Para o ensaio de médulo de elasticidade (ou médulo de Young) a

tensao variou entre 0 e 5%.

B. Resisténcia ao alongamento

Para avaliar a resisténcia ao alongamento (ruptura), as extremidades dos Scfs
laminares (2 cm altura x 3 cm de comprimento) foram fixadas por presilhas (Mini
Tensile Grips), cujas bragadeiras foram posicionadas a uma distancia de 2 cm uma
da outra. As faces internas das presilhas foram recobertas com fita de papel
plastificado para minimizar o efeito dos sulcos das presilhas sobre a resisténcia dos
Scfs.

C. Capacidade de Mucoadesao

A capacidade de mucoadesdo foi avaliada pela forca méaxima (Fmax)
necessaria para destacar o disco de mucina do Scf laminar apdés um tempo de
contato previamente determinado. Os discos de mucina com 8 mm de diametro e 0,2
mm de espessura foram preparados por compressdo mecanica (Lemaq, Maquina
compressora rotativa, Mini Express LM-D8, Diadema, BR), utilizando puncfes
planas, matriz cilindrica de 8 mm e carga de compressao de 8 toneladas. Os Scfs
laminares com dimensdo de 3 cm? foram fixadas em plataforma apropriadas
(A/MUC) e mantidas aquecidas (37°C). Os discos de mucina foram previamente
umidecidos e fixados na sonda analitica (P/10). O disco de mucina foi comprimido no
sentido apical — basal sobre a superficie das amostras, com forca de compressao
de 5,0 N. Os tempos de contato do disco com a superficie das amostras foram de
60s, 120s e 180s. O deslocamento da sonda analitica no sentido basal — apical foi
programada para 0,5 mm.s™. A forca necesséria para separar o disco de mucina da

superficie do Scf foi determinada pela relacéo tempo (s) x forga (N).
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4.6.6 Microtomografia computadorizada (UCt) dos Scf laminares

As caracteristicas estruturais de porosidade, interconectividade dos poros e
grau de anisotropia dos Scfs laminares B1C, B1UT, B3C, B3UT, D1C, D1UT, D3C,
D3UT, DP1UT e DP3UT foram determinadas por uCT. A imagem dos Scfs foi
capturada por microtomoégrafo X-Ray (Brucker-micro CT - SkyScan 1174, Kontich,
Bégica). Modelos virtuais em 3D representativos de vérias regides dos Scfs foram
criados, visualizados e registrados. Os dados foram tratados matematicamente pelo

software CT Analyser v. 1.13.5.

4.6.7 Microscopia de Varredura Eletronica (MEV)

As caracteristicas morfolégicas das microesferas F6 e F7 e dos Scf laminares
B1C, B1UT, B3C, B3UT, D1C, D1UT, D3C, D3UT, DP1UT e DP3UT foram avaliadas
por MEV (Sputter Coater EMITECH, Modelo: K450, Kent, Reino Unido). Uma
pequena porcao das amostras foi colocada em uma fita adesiva de carbono dupla
face presa a um stub de aluminio. Os suportes foram recobertos com uma fina
camada de ouro no metalizador (SC7620 Spatter Coater). As amostras foram
submetidas a condi¢cédo de vacuo, o gas argonio foi liberado como meio que forma o
plasma para ionizar a placa metélica de ouro e a corrente foi ajustada para 3 mA,
durante 40 min para obter um filme de recobrimento com espessura ~92 A. Em
seguida, as amostras foram aleatoriamente microfotografadas e digitalizadas. Para a
analise das amostras foi utilizado tensdo de aceleracéo igual 15 kV e corrente do

feixe igual a 100 pA.

4.6.8 Capacidade de intumescimento dos scaffolds laminares

A capacidade de intumescimento foi avaliada pela hidrofilicidade dos Scf
laminares B1UT, D1UT, DP1UT, B3UT, D3UT e DP3UT em PBS (pH 7,4), até atingir
ponto de equilibrio de saturacdo. Neste estudo foi utilizado dispositivo Enslin-Neff
(Figura 14). A capacidade de intumescimento foi determinada pelo volume de
deslocamento do nivel de agua na pipeta micrométrica (UL) por massa (mg) da
amostra em funcdo do tempo, até que o volume absorvido se mantivesse constante
apos 3 medidas consecutivas com 3 intervalos de 1 hora (ponto de equilibrio de

saturacao).
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Figura 14 - Sistema de intumescimento baseado no Dispositivo de Enslin-Neff utilizado para avaliar a
capacidade de intumescimento dos Scf laminares B1C, B1UT, D1C, D1UT, DP1UT e DP3UT.

Vedagdo

Vedagdo Scaffold

Laminar

Nivelamento
Placa

sinterizada

= PBS (pH 7,4)

Fonte: elaboracao prépria

Os parametros da cinética de intumescimento foram obtidos por meio de
medidas de grau de intumescimento em funcéo do tempo (In Q vs In t). O expoente

difusional (n) e constante de difusao (k) foram calculados utilizando a Equacéo 1.

Q= Mt = kt" (Equagao 1)

Meq

Onde Q = grau de intumescimento, Mt € a massa do Scf intumescido em um tempo,
Meq € a massa do Scf no ponto de equilibrio de saturacdo, t € o tempo, k é
conhecida como constante de difusdo e depende do tipo do polimero e do meio de
intumescimento. A Equacado 1 pode ser aplicada desde os estagios iniciais até 60 %

dacurvadelnQvsint.

4.6.9 Avaliacdo da desintegracao in vitro pelo método de imerséo

A desintegracéo dos Scf laminares D1UT, D3UT, DP1UT e DP3UT foi avaliada
durante 60 dias (MEKALA et al., 2013). Os Scfs foram seccionados em tamanhos
uniformes (1 cm?), pesados e imersos, separadamente, em tubo Falcon contendo
PBS pH 7,4, mantidos sob agitacdo de 120 rpm e temperatura de 37+1°C. Em



51

intervalos de tempo correspondente a 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias os Scf foram
retirados pesados, secos e novamente pesados. A perda de massa foi avaliada por
gravimetria em balanca analitica acoplada a sistema de secagem por radiacao
infravermelha (Shimadzu - MOC-63U, Kyoto, Japan). As condicbes de secagem
foram mantidas em modo “slow”, 60°C, variacdo de peso de 5%, e precisdo de
0,001g.

4.7 Analise estatistica

A determinacdo da significancia expressos em meédia e desvio padrdo para
n=3 foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA). Se detectada uma
diferenca significativa, num conjunto de dados, o teste Tukey foi utilizado para
comparar as diferencas significativas entre os grupos. Todos os testes foram

realizados com um intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

4.8 Selecao das melhores amostras de microesferas e Scf laminar

As microesferas foram selecionadas a partir dos resultados obtidos nas
analises morfologicas, FTIR, DSC e capacidade de conducdo elétrica. As
microesferas selecionadas foram avaliadas por ensaios de MEV.

Os Scf laminares foram selecionados a partir dos resultados obtidos nas
andlises de FTIR, DSC, ensaio de propriedades fisiomecéanicas e propriedade
mucoadesiva. Os Scf selecionados foram avaliados por ensaios de pCt e MEV. Os
Scf que apresentaram estrutura porosa mais homogénea, maior percentual de
porosidade, interconectividade dos poros e maior grau de anisotropia, propriedades
fisiomecanicas e mucoadesivas mais biomiméticas com o tecido cardiaco foram
selecionados para a realizacdo dos ensaios de capacidade de intumescimento. Para
a preparacdo do Scf contendo PANI foi selecionado os Scfs laminares que
apresentaram maior percentual de porosidade, maior grau de anisotropia e melhores
propriedades fisiomecénicas e mucoadesivas. Os Scf selecionados foram

submetidos a ensaio de desintegracao durante 60 dias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo de matéria prima

5.1.1 Ponto isoelétrico do colageno tipo | (ColTipol)

A titulacdo potenciométrica do ColTipol em meio alcalino (NaOH 25mM)
(Figura 15-A) e em meio &cido (HClI 25mM) (Figura 15-B) apresentou,
respectivamente, o ponto de inflexdo entre os valores de pH 7,47- 8,8 e 7,68 - 8,69.
Os resultados obtidos estdo de acordo com Zhang, Li e Shi (2006) cujo ponto
isoelétrico determinado para o ColTipol foi 8,25.

Figura 15 - Curva potenciométrica do colageno em HCI 25mM (pH 4,5) (A) e NaOH 25 mM (pH 8,0)
(B)
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Fonte: Elaboracéo propria

O ponto isoelétrico determina o valor de pH onde uma molécula apresenta
carga elétrica liquida igual a zero. A carga liquida igual a zero € chamada de forma
isoelétrica ou zwitteridnica. A determinacdo do ponto isoelétrico € um parametro
importante e esta relacionado com a solubilidade do ColTipol. A existéncia de carga
positiva ou negativa determina a interagdo com 0 meio aquoso, aumentando a
interagdo com o solvente e favorecendo a solubilidade (ZHANG; LI; SHI, 2006;
REIJENGA et al., 2013).

A determinacdo do ponto isoelétrico € um parametro importante para
producdo de geéis de colageno, pois as interacdes eletrostaticas sao reguladas por
fatores como pH e forca idnica. Em pH alcalino, acima do ponto isoelétrico, ha

reducdo do didmetro da fibrila, da capacidade de geleificacdo e alteracdo das
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propriedades mecéanicas. Em pH acido, abaixo do ponto isoelétrico, ocorre a
repulsdo eletrostatica ocorrendo a abertura da tripla hélice do colageno, o que
modifica a hidrofilicidade da superficie e melhora da capacidade emulsificante
(WOODT; KEECHT, 1960; ACHILLI; MANTOVANI, 2010). Este comportamento
fisico-quimico significa que a propriedade reativa do colageno estéa relacionada ao
ponto isoelétrico. Quando o colageno estd no ponto isoelétrico, ambos os grupos,
carboxilico e amino, estdo ionizados, com iSso ocorrera a atracao entre as cargas
opostas nas cadeias de proteina, diminuindo a distancia entre as cadeias e a
hidrofilicidade. O enovelamento das cadeias de proteina reduz os sitios para
ligacdes de hidrogénio, com consequente diminuicdo da taxa de dissolugéo.

5.2 Scaffold Microparticulado

5.2.1 Avaliacdo dos parametros envolvidos na preparacao das microesferas

Durante a preparacdo das microesferas poliméricas de AC (Figura 16 —
Paineis A e B) foi observado que a concentragdo de CaCl, e o pH do meio
geleificante influenciavam a morfologia das microesferas. Desta forma, foram
testadas solucbes contendo 1,5%, 3% e 5% de CacCl, e valores de pH 5,0 e 7,25.
Apés a avaliacdo por microscopia Optica foi selecionada a concentracao de 5% (m/v)

de CaCl, e pH 5,0 para a preparacéo das microesferas poliméricas.

Figura 16 - Imagem da microscopia optica das microesferas de alginato de calcio (F2) apds secagem
em estufa. Painel (A) solucdo de CaCl2 a 5% e pH 7,25 e painel (B) solugéo de CaCl2 a 5% e pH
5,0.

Al

Fonte: Elaboragao propria

Outro fator que influenciou a formacdo das microesferas foi a viscosidade do

meio reacional. Devido a viscosidade resultante da mistura da dispersdo de QT e
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ColTipol na dispersao AS foi utilizado como alternativa incorporar a dispersao de QT
e ColTipol na solugdo de CaCl, 5% (m/v) pH 5,0 em propor¢gbes massicas de
1,5:1,5:5 (Coltipol:QT:CaCl,) para obtencéo das microesferas F3, F4 e F7.

O Scf ndo deve ser apenas um molde arquitetdbnico com funcédo de
preenchimento, o0 mesmo deve ser capaz de mimetizar o tecido de interesse
gerando sinais especificos como correntes elétricas, conformac¢des moleculares e
agregacdo celular responsavel pela remodelacdo do tecido (LEE; CUDDIHY;
KOTOV, 2008). Para tanto, os biomateriais (ColTipol — QT — PANI) selecionados
para a otimizagao das microesferas de AC foi baseado na composi¢cdo da MEC do
tecido cardiaca, necessidade de bioadesdo do Scf no tecido lesionado e a
propriedade de condutividade dos impulsos elétricos presente no musculo cardiaco.

Neste estudo as microesferas foram obtidas pelo método de geleificacédo
ionotrépica, trata-se de um fendmeno quimico que ocorre pelo uso de
polissacarideos aniénicos, como o alginato, goma carragena e pectina associado a
ions catiénicos que reticulam o polimero (MAESTRELLI et al., 2008). Para que a
geleificacdo ionotropica ocorra, a dispersdo do polimero com predominancia de
carga eletronegativa € gotejada sobre uma solucdo ibnica contendo cétions
polivalentes (Ca?*, Mg®*, A*"). O Resultado da reticulacdo é a formacdo de uma
estrutura tridimensional rigida do polimero. No caso do AS a geleificacdo ocorre pela
formacéo de ligacdes entre os grupos carboxilicos aniénicos (COO-) do acido a-L-
gulurdnico (bloco G) com os cations bivalentes (WANG et al., 2007) representado na
Figura 5b. A substituicdo dos fons de sédio (Na*) pelo célcio (Ca®") na cadeia
polimérica resulta na formacdo do alginato de célcio (AC). A mudanca ibnica é
responsavel pela formacdo estrutural responsavel pela formacdo de estrutura
esférica, devido a mudanca de estrutura linear do alginato em estrutura
tridimensional.

Para a formacdo dos scaffolds microparticulados é necesséario que ocorra o
agrupamento das microesferas anterior ao tecido lesionado. As microesferas quando
agrupadas, irdo formar estruturas 3D com excelentes propriedades fisiomecanicas,
biocompatibilidade e biodesintegracdo, além de ser capaz de produzir poros com
elevado grau de interconeccdo (GUPTA et al., 2017). O aumento da superficie de
contato proporcionar um microambiente hidrodinAmico favoravel a infiltracdo de
células e vasos sanguineos, bem como a difuséo fisioldégica de oxigénio e nutrientes

para a proliferacdo celular e eliminacdo de metabdlitos. Essas propriedades irdo
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contribuir na deposicdo da nova matriz extracelular (MEC) nos espagos de
interconexao entre os poros, favorecendo a regeneracdo do tecido lesionado
(SPAANS et al., 1998; TAKAHASHI; YAMAMOTO; TABATA, 2005).

5.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas termoanaliticas das matérias primas (AS, ColTipol, QT e PANI) e
das microesferas F2, F3, F4, F5, F6 e F7 sdo apresentadas na Figura 17 (painéis A-

F) e Tabela 5.

Figura 17 - DSC das matérias primas AS (A-F), QT (B, D, F), ColTipol (C, D, F) e PANI (E, F)
e microesferas F2 (A-F), F3 (B) F4 (C), F5 (D), F6 (E), F7 (F)
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Tabela 4 - Temperatura referente a perda de agua residual, variagéo de entalpia, cristalizacéo e
degradagdo matérias primas (AS, ColTipol, QT e PANI) e microesferas F2 - F7

Perda de 4gua residual Decomposicéo Degradacéao
Materiais Entalpia J/g
(AH)

AS 76 - - 245
ColTipol 85 - - 314
QT 71 - - 305
PANI 77 - - 245
F2 (AC) 80 161 191 244
F3 78 17 205 286
F4 70 60 215 321
F5 72 83 200 274
F6 96 147 183 300
F7 74 85 206 301

Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: AS — Alginato de sddio puro, QT — Quitosana pura, ColTipol — Colageno tipo | puro, F2 —
Microesferas de alginato de célcio (CaCl, pH 5,00), F3 — Microesferas de alginato de calcio +
quitosana, F4 — Microesferas de alginato de calcio + colageno tipo I.

Os resultados mostram que 0s primeiros eventos térmicos ocorreram nas
temperaturas de 70°C (F4) (painel C) a 96°C (F6) (Figura 17 - painel E),
correspondem a eliminacdo da agua residual. A entalpia de mudanca de estado
liquido para vapor ocorre com o aumento da temperatura e pressdo. O aumento da
energia fornecida ao sistema resulta em um evento endotérmico. Os diferentes
valores de entalpia das substancias ocorrem devido em funcdo da forca de
interacBes moleculares e das massas de seus componentes (GEROLA et al., 2010).

As microesferas F6 apresentaram maior temperatura (pico endotérmico) para
desidratacdo da amostra. Esse resultado é devido a ligagc&o iGnica entre 0s grupos
carboxilicos anionicos (COO-) do acido a-L-gulurdnico (bloco G) (WANG et al., 2007)
com os polications (imina e amina) presentes no sal de esmeraldina (BOEVA;
SERGEYEYV, 2014).

Os segundos picos endotérmicos observados nas microesferas (Figura 17 -

Paineis A — F) é referente a quebra das ligagdes calcio-carboxilato no decorrer da
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cadeia do AC. Esse evento confirma que ocorreu interacdo molecular ordenada pela
geleificacdo ionotrépica do polissacarideo (AS) com fons de Ca* (ABULATEEFEH;
TAHA, 2015).

Devido a presenca de outros compostos e diferencas nas interacoes
eletrostaticas (QT. ColTipol e PANI) a temperatura de clivagem variou entre 191°C
(F2-AC) e 215°C (F4 — AC:ColTipol). Resultado semelhante foi observado por
Abullateefeh e Taha (2015) ao obterem microparticulas de AC. Além disso, a
reticulacdo com Ca®" e incorporacdo de outros polimeros (QT, ColTipol e PANI)
levou a um deslocamento da temperatura de degradacéo das microesferas quando
comparadas as matérias primas, indicativo do aumento da resisténcia do alginato a

oxidacao térmica.

5.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Com a finalidade de ilustrar a interacdo intermolecular entre os componentes
das esferas poliméricas, medida por espectroscopia de FTIR foi realizada (Figura 18
— Paineis A -F).
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Figura 18 - Espectros FTIR do AS e F2 (A) - QT, AS F2 e F3 (B) - AS, ColtTipol F2 e F4 (C) - AS,
ColTipol, QT, F2 e F5 (D) - AS, PANI, F2 e F6 (E) - AS, ColtTipol, QT, PANI, F2 e F7 (F)
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Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: AS — Alginato de sédio puro, QT — Quitosana pura, ColTipol — Colageno tipo | puro, F2 —
Microesferas de alginato de calcio (CaCl, pH 5,00), F3 — Microesferas de alginato de calcio +
quitosana, F4 — Microesferas de alginato de célcio + colageno tipo I.

As bandas caracteristicas do AS (Figura 18 - painel A) referente ao numero
de ondas entre 3330 - 3414 cm™ (OH), 2929 cm™ (CH) e 1653 cm™ (COO-) estdo
presentes nas esferas de AC (F2) (SAHA; RAY, 2013; FLORES-GARAY et al.,
2016). Para as microesferas F3 (Figura 18 - painel B) as bandas caracteristicas do
AS estdo presentes, apresentando deslocamento em 3448 cm™ (OH), 2920 cm™
(CH) e 1645 cm™ (COO-) e as bandas caracteristicas da QT referente ao nimero de

ondas 1640 cm™ (Amida 1), 1564 cm™ (Amida 1) estdo presentes, apresentado um
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deslocamento apenas no numero de ondas referente ao grupamento quimico C=0
(1073 cm™) (YUE et al., 2015).

Para as microesferas F4 (painel C) as bandas caracteristicas do AS estéo
presentes, apresentando deslocamento em 3441 cm™ (OH), 2918 cm™ (CH) e 1645
cm™ (COO-) e as bandas caracteristicas do ColTipol referente ao nimero de ondas
1639 cm™ (Amida 1), 1543 cm™ (Amida Il) estdo presentes, apresentado um
deslocamento apenas no numero de ondas referente ao grupamento quimico Amida
Il (1267 cm™) (ISWARIYA; POORNIMAVELSWAMYA; PARAMASIVAN, 2016).

Para as microesferas F5 (Figura 28 - painel D) as bandas caracteristicas do
AS apresentara deslocamento para o nimero de ondas em 3441 cm™ (OH) e 1645
cm™ (COO-) estdo presentes, banda referente ao nimero de ondas 2929 cm™ (CH)
estava ausente.

Para as microesferas F6 (Figura 18 - painel E) as bandas caracteristicas do
AS estavam presentes, apresentando deslocamento apenas para 0 numero de
ondas correspondente ao grupamento OH (3435 cm™). As bandas caracteristicas
1572 cm™ e 1491 cm™ (C=C) referente ao anel anilquinona e benzendide da PANI
estavam presentes.

Para as microesferas F7 (Figura 18 - painel F) as bandas caracteristicas do
AS estavam presentes, apresentando deslocamento apenas para 0 numero de
ondas 3441 cm™ (OH). As bandas caracteristicas aos grupamentos Amida | e Amida
Il da QT e do ColTipol aparecerem no mesmo nimero de ondas (1641 cm™ e 1546
cm™), respectivamente, sendo que o grupamento Amida Ill (1267 cm™) caracteristico
do ColTipol estava ausente. Os resultados apresentados pelas microesferas F7
confirmam a incorporacédo da QT, ColTipol e PANI, demonstrando que 0 processo
escolhido para a obtencdo de microesferas otimizadas com esses biomateriais foi
eficiente.

Outro evento observado na andlise de FTIR é que ocorreu a diminuicdo na
intensidade dos picos referente os grupamentos COO- (1653 cm™), Amida | (1640
cm™) e Amida Il (1564 cm™) das microesferas que contém QT (F3, F5 e F7) quando
comparado ao das microesferas sem QT (F4), confirmando que ocorreu a ligacao
idnica da QT com o AS (HAMMAN, 2010).
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5.2.4 Avaliagcdo do aspecto morfolégico das esferas obtidas por microscopia 6ptica

A Figura 19 apresenta o aspecto morfolégico apds secagem das microesferas

(F1 — F7) obtido por microscopia 6ptica.

Figura 19 - Imagem fotogréafica das microesferas F1- F7 com magnitude de 4x

F3 F4

Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: F1 — Microesferas de alginato de Calcio (CaCl, pH 7,25), F2 — Microesferas de alginato de
Calcio (CaCl, pH 5,00), F3 — Microesferas de alginato de calcio + quitosana, F4 — Microesferas de
alginato de calcio + colageno tipo |, F5 — Microesferas de alginato de calcio + colageno Tipo | +
quitosana, F6 — Microesferas de alginato de calcio + polianilina, F7 — Microesferas de alginato de
célcio + colageno Tipo | + quitosana + polianilina.

Os resultados mostram que as microesferas F2, F4 e F7 apresentaram
formato mais esférico (Figura 19). No entanto, a incorporacdo do ColTipol, QT e
PANI nas microesferas F2 apresentaram mudanca para formato eliptico,
respectivamente para as microesferas F3, F5 e F6. As microesferas F2 e F5
apresentaram aspecto mais liso e com uniformidade em sua superficie quando
comparadas as microesferas F3 e F4 que apresentaram irregularidades em sua
superficie.

Nas microesferas F5 a interacdo eletrostatica do AS e QT formou uma esfera
com superficie uniforme, conforme demonstrado na Figura 19. Esse resultado
sugere que ha um equilibrio entre as unidades COO- e NHs" desses polimeros. A

formacdo da microesfera demonstra que o Ca*" foi incorporado com sucesso nos
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grupamentos acido a-L-gulurénico (G), conforme descrito por VENKATESAN,;
BHATNAGAR; KIM (2014).

A Tabela 4 apresenta o diametro das microesferas F1-F7. A microesfera F3
foi a que apresentou menor diametro (160,53 + 15,23 um) e a microesfera F6
apresentou o maior diametro (296,93 + 24,65 um). No entanto, as microesferas F3,
F4 e F7 ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,5) entre elas e para as

microesferas F1, F2, F5 e F6 ndo ha diferenca estatistica (p>0,5).

Tabela 5 - Diametro das microesferas F1 — F7

MICROESFERAS | DIAMETRO (um)

F1 264,07 + 18,097
E2 242,10 + 8,71%
F3 160,53 + 15,23°
Fa 171,06 + 43,19°
F5 256,07 + 19,63%°
6 296,93 + 24,652
£7 225,80 + 19,63

Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: F1 — Microesferas de alginato de Calcio (CaCl, pH 7,25), F2 — Microesferas de alginato de
Calcio (CaCl, pH 5,00), F3 — Microesferas de alginato de calcio + quitosana, F4 — Microesferas de
alginato de calcio + colageno tipo |, F5 — Microesferas de alginato de calcio + colageno Tipo | +
quitosana, F6 — Microesferas de alginato de célcio + polianilina, F7 — Microesferas de alginato de
célcio + colageno Tipo | + quitosana + polianilina.

As letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos valores (p>0,05)
(n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes.

O tamanho da gota, massa molar, viscosidade da dispersédo de AS, bem
como a distancia do bico ejetor da solucéo reticulante influenciam o tamanho das
microesferas (SUGAWARA; IMAI; OTAGIRI, 1994). Como o0s parametros de
distancia do bico ejetor, tamanho da gota e massa molar do AS foram 0s mesmos

durante a preparacdo das microesferas, os diferentes tamanhos de esferas obtidos
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estdo relacionados as interacdes eletrostaticas formadas entre os polimeros AS, QT
e ColTipol.

Microesferas de tamanho inferiores a 200 pum pode diminuir a infiltracéo
celular e interferir no processo de sinterizacdo para obtencdo dos Scfs (RIBEIRO;
BARRIAS; BARBOSA, 2006). Gupta et al. (2017) consideram que o diametro mais
adequado para as microesferas deve variar entre 200 pm — 300 pm, diferente do
observado por Shalumon et al. (2016) que sugerem que microesferas com diametro
entre 250 um — 500 um podem gerar tamanho de poros ideais para a infiltracdo e
interacdo celular (SHALUMON et al.,, 2016; GUPTA et al.,, 2017). Ribeiro e
colaboradores (2006) obtiveram Scf com poros de aproximadamente 40 ym a partir
de microesferas com diametro entre 513 ym — 792 ym. Diante do exposto por estes
autores podemos avaliar que as microesferas obtidas apresentam dimensdes
favoraveis para a obtencdo de Scf injetaveis destinados a regeneracdo tecidual
cardiaca.

5.2.5 Selecdo das Amostras

As microesferas foram avaliadas pelas propriedades fisico quimicas de DSC e
FTIR e pelas caracteristicas morfoldgicas e de didmetro. A analise dos resultados
mostram que as microesferas F6 e F7 apresentaram aspectos fisicos quimicos de
DSC e FTIR e aspectos morfoldgicos e de didametros adequados para obtencéo de
Scf microparticulados. Por conterem PANI sdo potencialmente condutoras de
potencial elétrico, desta forma, foram selecionadas para a avaliacdo da capacidade

de conducéo elétrica e avaliagdo por MEV.

5.2.6 Capacidade de condutividade do impulso elétrico

A Tabela 6 mostra os resultados da condutividade do impulso elétrico
avaliada nas microesferas F2, F6 e F7. Ao observarmos os resultados as
microesferas F6 apresentaram uma condutividade de 2,63.10° + 1.10° e 3,28.107° +
2.10° S/cm e as microesferas F7 apresentaram uma condutividade de 1,32.10° +
1.10° e 1,74.10° + 2.10° S/cm, respectivamente para 10 mg e 20 mg de
microesferas. Resultados semelhantes de condutividade do impulso elétrico foi
encontrado por Qazi et al. (2014) que obteve uma condutividade 1,29.10° + 1.107
S/cm em filmes de poly(glycerol-sebacate) contendo 15% PANI (QAZI et al., 2014).

Valor de condutividade do impulso elétrico diferente foi obtido por Martins et al.
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(2014), ao desenvolverem Scf de quitosana-carbono. Eles avaliaram a condutividade
do material seco que ficou em 0,25 + 0,09 S/cm e quando hidratado a condutividade
foi para 0,04 £ 0,02 S/cm.

Tabela 6 - Avalia¢é@o da capacidade eletrocondutiva das microesferas F6 e F7, (n=3).

Scaffold

10 mg
Condutividade | 1,41.10° + 1,74.10°
(Slcm) 1.10° +2.10°

Fonte: Elaboragéo propria

A incorporacdo da PANI nas microesferas permitiu que ocorresse
condutividade do impulso elétrico quando estas estavam em contato com agua
ultrapura. Esse resultado era esperado, pois Scf formado por fibras poliméricas e
polianilina permitiu a conducédo de estimulo elétrico pela extensdo do dispositivo.
Estudo realizado por Borriello et al. (2011) demonstrou que o estimulo elétrico
gerado por dispositivos biologicos favoreceu a diferenciacdo das células
mesenquimais em cardiomiécitos (BORRIELLO et al., 2011).

As células cardiacas sdo conectadas entre si pelas chamadas juncdes gap
que formam um canal adjacente que permite o fluxo dos impulsos elétricos gerado
pelos ions. Devido a essas conexfes o sinal elétrico € propagado para todo o
musculo cardiaco permitindo que ocorra a contracdo (sistole) e diastole cardiaca
(KAISER; COULOMBE, 2015). Os resultados obtidos sdo promissores para
favorecer a propagacédo da condutividade do impulso elétrico entre cardiomidcitos,
pois segundo Roberts-Thomson et al (2009) a condutividade do miocéardio varia de
1,6.10° S/cm e 5,5.10° S/cm. Quando comparamos a condutividade do impulso
elétrico apresentada em 10 mg de microesfera para 20 mg foi observado que
ocorreu na eletrocondutividade de 24,7% para as microesferas F6 e de 31,9% para
as microesferas F7. A andlise dos resultados mostra que o aumento da

condutividade nao foi proporcional ao aumento da massa de microesferas.

5.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura das microesferas eletrocondutivas

Na Figura 20 mostra o aspecto morfologico das microesferas contendo PANI
(F6 — F7) nos aumentos de 200 x, 500 x e 2000 x obtidas por MEV.
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Figura 20 — Microscopia de varredura eletrénica (MEV) dos microesferas F6 e F7 com magnitude de
200 x (A), 500 x (B) e 2.000 x (C).

Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: F6 — Microesferas de alginato de calcio + polianilina, F7 — Microesferas de alginato de
célcio + colageno Tipo | + quitosana + polianilina.

Os resultados mostram o aparecimento de superficie lisa ou irregular na
microesfera F7 (Painel C). Em meio &cido (abaixo do ponto isoelétrico) os
grupamentos amino (NHs") presentes na estrutura do ColTipol ficam expostos. No
entanto, o numero de grupamentos amino disponiveis € maior (3 grupos) do que os
da QT (2 grupos), isso faz com que a interacao eletrostatica com 0s grupamentos
COO- do alginato ndo seja equilibrada, o que justifica o aparecimento de superficie
irregular nas microesferas que contém AC-ColTipol.

Outra hipotese é que o aparecimento de superficie irregular na microesfera F7
pode estar relacionado ao pH do meio reacional. Os residuos ionizados ao longo da
cadeia do colageno regulam a estabilidade da tripla hélice, sendo que a exposicao
dessa fracdo da cadeia é dependente do pH e participam das interacdes
eletrostaticas com outros polimeros, como a QT e AS. Cabe ressaltar que os sais,
como o CaCl,, presente no meio reacional se ligam ao colageno e também pode
afetar as interacOes eletrostaticas (LI et al., 2009). O CaCl,, como agente reticulante,
influenciou as ligagOes eletrostaticas do ColTipol com o AS. Das e Senapati (2008)
observaram a mudanca da superficie uniforme lisa para rugosa em microesferas de
AC, apo6s o aumento da concentracdo dos componentes que foi incorporado e se

acumulou na superficie das microesferas (DAS; SENAPATI, 2008).
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5.3 Scaffold laminar

Para a obtencdo dos Scf a dispersédo de ColTipol-QT permaneceram sob
refrigeracdo durante 24 h. A baixa temperatura contribui para o processo de
geleificacdo do colageno, formando estruturas ordenadas e estabilizadas por
ligacbes de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Durante a geleificagdo as
proteinas livres e desordenadas sdo alteradas para uma conformacdo helicoidal
formando uma rede estruturada (NEKLYUDOQV, 2003). Para o processo de extenséo
dos filmes foi necessario aquecer as dispersdes poliméricas para que as mesmas
ficassem em estado mais fluido e passiveis de serem estendidas. O aquecimento foi
realizado em banho termostético com temperatura controlada, sendo mantida a 35°C
até que a dispersdo se tornasse mais fluida. Em estudo realizado Bozec e Odlyha
(2011) foi avaliadas a influéncia da temperatura na desnaturacdo do colageno. As
fibras foram aquecidas e posteriormente avaliadas em microscopio, foi observado
gue guando aquecidas a uma temperatura inferior a 58°C as fibras permaneciam
integras (BOZEC; ODLYHA, 2011). Desta forma, o aquecimento da dispersao de
ColTipol-QT néo interferiu na formacéo das fibras de colageno, os estudos de FTIR
(Figura 24 — Painéis A e B) contribuiu com essa observacao, pois 0s grupamentos
caracteristicos da tripla hélice do ColTipol estavam presentes.

Neste estudo os Scf laminares foram produzidos com biopolimeros naturais
ColTipol e QT, utilizando a glicerol como plastificante e agente reticulante. Os
biomateriais que compdem os Scfs além de contribuir para formar a estrutura
tridimensional (3D) também influenciam as propriedades bioquimicas e bioldgicas do
tecido nativo. O ColTipol e QT sdo biomaterais muito utilizados na obtengao de Scfs
para regeneracdo do tecido cardiaco. O ColTipol compreende cerca de 80% da
MEC cardiaca, desta forma, quando presentes na composicdo do Scf, fornecera
ambiente semelhante ao tecido cardiaco para fixacdo e crescimento celular dos
cardiomiécitos. No entanto, Scf de ColTipol apresentam baixo modulo de
elasticidade e baixa resisténcia mecanica (DOMENECH et al., 2016). A incorporacéo
da QT melhora a resisténcia mecanica, aumenta a capacidade de adesao celular e
favorece a angiogénese (DOMENECH et al., 2016).

Estudo realizado por Grover et al. (2012) demonstrou que a reticulacdo do
ColTipol e QT utilizando carbodiimida reduziu a reatividade celular, pois a mudanca

quimica causada pelo reticulante organico diminuiu os sitios disponiveis para ligacao
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celular (GROVER et al., 2012). Neste estudo foi utilizado o glicerol como agente
reticulante e plastificante do ColTipol e QT. Essa escolha foi baseada no trabalho
desenvolvido por Sionkowska, Kazmarec e Lewandowska que utilizaram &cido
tanico, rico em grupamentos hidroxilas (OH), para realizar a ligacdo entre os
grupamentos amina (NH) (ColTipol e QT) quando dispersos em meio acido .
(SIONKOWSKA; KACZMAREK; LEWANDOWSKA, 2014). A Figura 21 apresenta a

interacdo molecular entre o ColTipol, QT e glicerol.

Figura 21 - Ligag6es de hidrogénio para formacéo do crosslinkg entre a quitosana, colageno tipo | e

glicerol.
R 1
o/ Glicerol
Ra
OH
. NHy= === HO\/J\/OH --=NH Colageno
—0
HOHC OH Re
Rz

Quitosana

Fonte: Adaptado de Sionkowska, Kazmarec e Lewandowska (2014).

5.3.1 Caracteristicas macroscopicas

A Figura 22 (painel A-C) mostra a aparéncia macroscoépica do Scf laminar de
Colageno-Quitosana-Glicerol (ColTipol-QT) obtidos pelo método de extensédo (Figura
12) e liofilizacdo. A analise dos resultados mostra que a técnica liofilizacao
proporcionou a formacdo de Scf com estrutura macroscopia homogénea. Os
extensores (Figura 11) favorecem a producdo de Scf laminares com comprimento e
largura que podem ser adaptadas de acordo com o tamanho da leséo tecidual, com
limite até 15 cm. Outra vantagem apresentada pelo método de extensédo é a
possibilidade de produzir Scf com espessuras previamente projetadas (Figura 11) de

acordo com a altura da vazao do extensor utilizado.
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Figura 22 - Imagens fotogréficas do Scf Laminar D3UT - (A) Imagem frontal, (B) imagem lateral e (C)
Imagem do Scf flexionado.

c

Fonte: Elaboragéo propria

Os Scfs laminares obtidos com extensor de 1 mm (D1UT) apresentaram uma
meédia entre 0,9 mm % 0,1 e pelo extensor de 3 mm (D3UT) entre 1,3 mm * 0,2,
(n=6). Wales et al. (2003) observaram que na pratica clinica h4 uma correlagéo entre
o grau e velocidade de degeneracéo tecidual com a espessura da parede do tecido
implantado. A avaliacdo dos resultados ap0s a implantacdo de um Scf para
regeneracado vascular demostrou que um Scf mais espesso apresentou maior
capacidade de regeneracdo do que um Scf com menos espessura (WALLES et al.,
2003). Esses resultados contribuem para a possibilidade de se produzir Scf com
espessuras adequadas para favorecer a regeneracdo tecidual, desta forma, a
técnica de extensdo € uma alternativa para a producdo de Scf para regeneracéo
cardiaca ou outros tecidos.

O Scf laminar apresentou a capacidade de ser flexionado sem que ocorra
ruptura da amostra (Figura 22 — painel C). Essa propriedade pode facilitar o
recobrimento da lesdo do miocérdio, se moldando na regido arredondada do
coracdo. Os agentes plastificantes, como o glicerol, possuem baixa massa molar e
sdao muito utilizados para melhorar as propriedades mecanicas dos filmes
poliméricos, favorecendo as propriedades de flexibilidade e alongamento.

ApoOs a adicdo de 5% de glicerol as dispersdes poliméricas contendo ColTipol
e QT foram homogeneizadas com maior facilidade, o que indica que a concentracao
nao ultrapassou a quantidade maxima para a formulagcdo (DONHOWE; FENNEMA,
1993). A concentracdo maxima admissivel de glicerol em dispersdes poliméricas
resulta em processo de exsudacdo e separacdo de fases, influenciando

negativamente as propriedades do material.
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5.3.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os ensaios térmicos realizados no DSC representados na Tabela 7 e Figura
23 permitiram identificar alteracdes nas variaveis termodinamicas ocorridas durante
as transformacoes fisico-quimicas induzidas pelo aguecimento das matérias primas
e Scf laminares. Tendo em vista que os Scf laminares obtidos com extensor de 1
mm e 3 mm possuiam a mesma formulacdo, para esta analise foram utilizados os

Scf laminares estendidos com extensor de 3 mm.

Tabela 7 - Temperatura referente a perda de 4gua residual, variagdo de entalpia carbonizagéo para
matérias primas (ColTipol e QT) e Scf laminares A3C, A3UT, B3C, B3UT, C3C, C3UT, D3C D3UT.

Material Perda de 4gua residual Degradagéo
Temp °C Em"z‘fll'a; Jig Temp °C
85 - 314
1 - 305
101 110 322
98 102 317
90 69 312
= 29 309
82 49 309
- 28 310
82 42 305
88 29 309

Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: QT — Quitosana pura, ColTipol — Colageno tipo | puro, C — Processo de congelamento no
congelador (-8 °C) , UT — Processo de congelamento no ultrafreezer (-80°C).
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Figura 23 - DSC das matérias primas QT (painéis A-B); ColTipol (painéis A-B); e Scf laminares A3C,
B3C, C3C, D3C (A) e A3UT, B3UT, C3UT e D3UT (B).

D3C D3UT
ci | c3uT 1
BK\/\/\"‘/ KI““H\H\_—:':_*-/‘

/<

3 Ly S
ColTipol _ ColTipol \
A il y
A
B Lfﬂx«——/L QT\V\J -
EI[: '||;I-:| 15I|,‘. Ec.n:n 25I|;| 3|:'_|; 35I:| 1_’-,:: 1:I:r: 1*_;: 2.:1.'1 ?;D jt;:l Ei:pt
Temperatura (+C) Temperatura (1)

Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: QT - Quitosana, ColTipol — Colageno tipo I, C — Processo de congelamento no congelador
(-8°C) , UT — Processo de congelamento no ultrafreezer (-80°C).

A presenca de agua nas matérias-primas e Scf laminares foi avaliado em
balanca analitica acoplada a sistema de secagem por radiacao infravermelha variou
entre 3,94% (QT) a 11,07% (Scf A3C).

Os termogramas de DSC apresentados na Figura 23 (painéis A-B) e Tabela 7
mostram que 0s primeiros eventos térmicos ocorreram nas temperaturas de 71°C
(QT) (paineis A-B) a 101°C (A3UT) (painéis A-B) correspondendo a eliminacédo da
agua residual. A entalpia de mudanca de estado liquido para vapor ocorre com 0
aumento da temperatura e pressdo. O aumento da energia fornecida ao sistema
resulta em um evento endotérmico. Os diferentes valores de entalpia das
substancias ocorrem devido em funcdo da forca de interagbes moleculares e das
massas de seus componentes (GEROLA et al., 2010). Isso sugere que a QT
influencia a retencdo do teor de agua presente na estrutura (TONHI; PLEPLIS,
2002).
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No termograma da QT Figura 23 (painéis A-B) o evento exotérmico em 305°C
esta relacionado a degradacdo da amina (GUINESI; CAVALHEIRO, 2006). O
ColTipol Figura 23 (painéis A-B) apresentou um evento térmico com inicio em 40°C
(onset) e término em 120°C (endset) referente a temperatura de desnaturacdo. Esse
resultado € semelhante ao encontrado por Tonhi e Pleplis (2002) que observaram
gue a desnaturacdo do ColTipol ocorreu em 54° C. A desnaturacao ocorreu devido
ao aumento da temperatura que promove a quebra das ligacdes de hidrogénio e de
algumas ligacbes cruzadas responsaveis por manter a estrutura proteica
tridimensional (TONHI; PLEPLIS, 2002).

O evento térmico em 220°C apresentado pelo ColTipol (Figura 23 - painéis A
e B) é referente a transicao vitrea (Tg) dessa proteina, sendo que esse evento nao
foi observado nos Scf laminares. Esses resultados evidenciam que 0s materiais
utilizados para a preparacdo dos Scf sdo misciveis, pois no caso de blendas
misciveis, ndo ocorre evento de Tg ja que as ligacBes intermoleculares favoraveis
ocorrem entre os dois materiais. Nesse tipo de blenda, os polimeros dispersos ao
acaso e as interacdes intermoleculares favoraveis provavelmente ocorrem entre os
dois componentes da blenda (BARRETO LUNA et al., 2015). A formacéao de ligacdes
cruzadas no ColTipol estabiliza a tripla hélice do colageno, alterando a Tg do
material (CALDERON et al., 2010). A incorporagcao do glicerol e QT favoreceu a
estabilidade da tripla hélice pela formacdo de ligac6es intermoleculares como
demonstrado nos resultados do FTIR (Figura 23 — painéis A-B). O glicerol funciona
como um crioprotetor de proteinas, evita que durante o processo de congelamento
ocorra a desnaturacdo da proteina. Essa protecdo evita que ocorra alteracdes
conformacionais na cadeia da proteina, favorecendo a estabilidade da estrutura
proteica (TSAI; NEUMANN; BELL, 2000).

A capacidade calorifica e a mudangca de fase sdo eventos térmicos
observados durante a medida de variacdo de entalpia da amostra. A variacdo de
entalpia (AH) é dada pela diferenga entre a temperatura da amostra (Tonset) e a
temperatura da referéncia (Tendset) (BERNAL et al., 2002). A entalpia de mudanca
de estado liquido para vapor ocorre com 0 aumento da temperatura e pressao, o
aumento da energia fornecida ao sistema resulta em um evento endotérmico. Os
diferentes valores de entalpia das substancias ocorrem em funcédo da forca de
interagbes moleculares e das massas de seus componentes (GEROLA et al., 2010).

A partir dos resultados analisados € possivel observar na Tabela 7 que os Scf A3C e
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AU3T apresentaram maior valor de AH, respectivamente, 110 J/g e 102 J/g. Esse
resultado sugere que amostras com maior teor de QT tendem a apresentar maior
namero de ligacdes intermoleculares com a molécula de agua, como observado por
Tonhi e Pleplis (2002).

Picos de degradacdo térmica (Tabela 7 e Figura 23) ocorreram em 314°C
(ColTipol) , 305°C (QT), 322°C (A3C), 317°C (A3UT), 312°C (B3C), 309°C (B3UT),
309°C (C3C), 309°C (C3UT), 305 °C (D3C) e 309°C (D3UT). As temperaturas de
degradacdo do ColTipol, QT e Scf ficaram proximas. Para o ColTipol essa
temperatura estd relacionada a perda das ligacdbes de hidrogénio e,
consequentemente, perda da estrutura terciaria dessa proteina. No entanto, esse
fendmeno é reversivel se a proteina for hidratada (LEON-MANCILLA et al., 2016).

Os resultados obtidos no ensaio de DSC mostraram que a temperatura de
congelamento influenciou o valor Entalpia J/g (AH). A necessidade de maior energia
para retirar a 4gua residual esta relacionada ao tamanho de cristais formados pelo
congelamento. A menor temperatura de congelamento € responsavel por formar
cristais de gelo com melhor organizacdo espacial, o que foi evidenciado na imagem
obtida por MEV (Figuras 25 e 26) que sera discutida a seguir, exigindo do sistema o
gasto de mais energia para realizar a sublimacao do liquido contido entre as cadeias

poliméricas.

5.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 24 (painéis A-B) mostra as interacfes intermoleculares entre as
matérias primas e Scf laminares. Tendo em vista que os Scf laminares obtidos com
extensor de 1 mm e 3 mm possuiam a mesma formulacdo, para esta andlise foram

utilizados os Scf laminares estendidos com extensor de 3 mm.
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Figura 24 - Espectros FTIR das matérias primas ColTipol (painéis A-B); QT (painéis A-B); Glicerol
(paineis A-B) e Scf laminares A3C, B3C, C3C, D3C (A) e A3UT, B3UT, C3UT, D3UT (B).
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Fonte: Elaboracgéo propria

Legenda: QT — Quitosana pura, ColTipol — Colageno tipo | puro, C — Processo de congelamento no
congelador (-8°C), UT — Processo de congelamento no ultrafreezer (-80°C).

O ColTipol é uma proteina formada basicamente pelos amino&cidos prolina,
hidroxiprolina e glicina. A partir da analise dos resultados foi possivel verificar que a
banda caracteristica do ColTipol referente ao nimero de ondas em 1240 cm™
(Amida Ill) esta presente em todos os Scf laminares, a banda da Amida Il é
complexa, consistindo de componentes do alongamento C — N e N — H na flexdo de
planos das ligag6es amidicas (ISWARIYA et al., 2016). Os picos caracteristicos dos
grupamentos Amida | (referente ao alongamento da carbonila) e Amida Il (ligacéo
HN-H) da QT (1645 cm™ e 1562 cm™) e ColTipol (1651 cm™ e 1556 cm™) (YUE et
al., 2015; ISWARIYA et al., 2016) aparecem sobrepostos no numero de onda 1558
cm™ para Amida | e 1654 cm™ para Amida Il para todos os Scf laminares.

As bandas caracteristicas do glicerol estdo presentes nos niumero de ondas
1125 cm™ (CH-OH), 930 cm™ (C-O) (LOPEZ-DIAS et al., 2018). Os nUmeros de
ondas em 3321 cm-*(OH) do glicerol, 3421 cm™ (NH) da QT e 3419 cm-1 (N-H) do
ColTipol aparecem sobrepostos no nimero de onda 3385 cm™, este resultado
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sugere que ocorreu uma ligagao entre os grupamentos OH do glicerol e NH,da QT e
ColTipol.

A presenca da banda referente o nimero de onda em 1441 cm™ nos Scf
laminares mostra a integridade da tripla hélice do ColTipol, sendo um indicativo que
0 processo de preparacdo do Scf preserva as estruturas desse biomaterial. A
estrutura tripla hélice é rica em prolina e glicina, aminoacidos importantes para as
propriedades biolégicas e mecanicas do tecido nativo (UNGUREANU et al., 2015). A
intensidade das bandas variou em todos os Scf laminares, a medida que o teor do
coldgeno aumenta a intensidade dos picos da amida | e amida Il diminuem,
principalmente para o congelamento a -80°C (ultrafreezer).

A intensidade do pico referente ao grupamento amida Il (ColTipo 1) se
manteve, com excecdo dos Scfs C3C e C3UT. Isso sugere falta de estabilidade
dessa amostra. A intensidade dos picos em determinado numero de onda esti
relacionado ao numero de ligacbes responsaveis pela absorcdo (SILVERTEINS;
BASSLER; MORRILI, 2004). Quando em meio acido os grupamentos amino da QT
se tornam protonados (NHs") favorecendo a interacdo eletrostatica com o0s
grupamentos COO- dos residuos aspartico e glutamico no ColTipol.

Na Figura 24 (painéis A e B) é possivel observar um aumento na intensidade
das bandas referente ao COO- (1342 cm™) com a diminuicéo do teor da QT. Esse
resultado sugere que além da interacdo dos grupamentos NH, da QT e ColTipol com
0os grupamentos OH do glicerol, também ocorreu interacdes eletrostaticas com 0s
grupamentos amino protonadas (NHs") da QT. Nenhuma banda adicional foi
identificada, o que sugere que ndo ocorreu a formacao de um novo composito.

A partir dos resultados analisados na espectroscopia FTIR (Figura 24, painéis
A-B) associados aos termogramas (Figura 23, painéis A-B) é possivel observar que
ndo ocorreu a formacédo de um novo compadsito, mas o processo de congelamento a
-80°C (ultrafreezer) favoreceu a formacéo das ligacBes eletrostaticas entre a QT-

ColTipol e glicerol.

5.3.4 Propriedades fisiomecéanicas e médulo de elasticidade

Na Tabela 8 séo apresentados os valores nominais e o tratamento estatistico

das propriedades fisiomecanicas de resisténcia ao alongamento, perfuracao,
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flexibilidade e médulo de elasticidade para os Scf A1 (C-UT), B1 (C-UT), C1 (C-UT)
e D1 (C-UT).

Tabela 8 - Propriedades fisiomecanicas e elasticidade dos Scf laminares Al (C-UT), B1 (C-UT), C1
(C-UT) e D1 (C-UT), , (n=3).

Flexibilidade

Scaffolds

(Ns™)

Alongamento

Perfuracdo (N s™)

(Ns™)

Elasticidade (kPa)

2,64 +0,1¢ 2,08 +0,3° 1,59 +0,1° 372,02 + 6,7
2,98 +0,1° 3,35+ 01¢ 1,78 £ 0,1° 367,07 + 12,6
4,92 +0,2° 4,68 +0,1° 1,81 +0,1° 258,50 + 21,2"°
7,80 + 0,0%° 5,04 + 0,2° 2,57+0,1% 235,33+ 11,9°
6,35+ 0,1 4,44 + 0,1 1,49 +0,2° 349,23 + 22,62
7,41+0,0° 4,96 +0,1° 1,70+ 0,1° 311,32 + 26,6%
7,40 £ 0,2% 6,15+0,1° 1,63+0,2° 299,98 + 19,9%°
8,55 + 0,22 7,66 + 0,22 2,80 +0,1° 251,65 + 17,17

Fonte: Elaboracgéo propria
As letras iguais (para mesma analise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes.

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores nominais das propriedades
fisiomecéanicas resisténcia ao alongamento, perfuracdo, flexibilidade e médulo de
elasticidade para os Scf A3 (C-UT), B3 (C-UT), C3 (C-UT) e D3 (C-UT).

Tabela 9 - Propriedades fisiomecénicas e elasticidade dos Scf laminares A3 (C-UT), B3 (C-UT), C3
(C-UT) e D3 (C-UT), (n=3).

Alongamento Flexibilidade

Scaffolds Perfuracdo (N s™) Elasticidade (kPa)

(N's™)

(Ns™)

3,79 +0,2° 2,97 £0,1° 1,50 + 0,2% 371,16 + 6,7%
5,16 + 0,1° 3,35 + 02° 1,93 + 02 362,72 + 14,6
6,08 + 0,1 6,90 + 0,2° 2,07 + 0,2 250,88 + 21,4%
8,03 + 0,3° 9,28 +0,1° 2,61+0,1° 209,64 + 17,1°
7,65+0,1° 10,63+ 0,2° 1,37 +0,3° 334,10 + 6,6%
9,62 +0,1° 12,50 £ 0,1° 1,89 £ 0,1% 318,86 + 20,6
7,98 +0,2° 13,17 +0,1° 2,55 +0,1%° 288,68 + 10,3™
10,79 +0,3% 16,37 + 0,3% 2,96 +0,2° 278,76 + 15,3

Fonte: Elaboragéo propria
As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados sdo estatisticamente diferentes.
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A andlise dos resultados (Tabela 8) mostram, numericamente, que 0 Scf
D1UT (8,55 + 0,2 N.s™) apresentou maior a resisténcia ao alongamento (8,55 + 0,2
N.s?) e Scf A1C apresentou menor resisténcia ao alongamento (2,64 = 0,1 N.s™),
sendo que os resultados sdo estatisticamente diferentes (p < 0,5). Os mesmo
resultado foi observado para os Scfs A3C (3,79 + 0,2 N.s*) e D3UT (10,79 + 0,1 N.s’
1) (Tabela 9). A resisténcia ao alongamento esta relacionada a forca necessaria
para alongar o Scf até o ponto de ruptura das ligacdes entre as cadeias poliméricas.
Esta medida fornece a quantidade méxima de estresse (resisténcia ao esforco
longitudinal) que o material pode suportar antes de romper (STOPPEL et al., 2015).
A maior resisténcia ao alongamento favorece o Scf para recuperacdo funcional e
regeneracao do tecido cardiaco isquémico, pois podera acompanhar o movimento
de contracao do coracao durante a sistole sem que ocorra ruptura da estrutura.

Na Tabela 8 € possivel observar que a forca necessaria para perfurar o Scf foi
menor para A1C (2,08 + 0,1 N.s™) e maior para D3UT (7.44 + 0,1 N.s™), sendo que 0s
resultados sao estatisticamente diferentes (p < 0,05). O mesmo resultado foi
observado para os Scf A3C (2,97 + 0,1 N.s*) e D1UT (16,37 + 0,1 N.s) (Tabela 9).
No entanto a resisténcia a perfuracao do Scf A3C é estatisticamente igual (p > 0,05)
a do Scf A3UT. Os ensaios de perfuracédo avaliam a capacidade de resisténcia do
material quando submetido a uma determinada tensédo até que ocorra a ruptura das
cadeias poliméricas.

Para os ensaios de flexibilidade (Tabela 8 e 9) os Scfs D1UT e D3UT foram
0S que apresentaram maior propriedade de flexibilidade das cadeias poliméricas
2,80 +0,1 N.s* e 2,96 + 0,1 N.s?, respectivamente. No entanto a flexibilidade dos Scf
D3UT, D3C e B3UT é estatisticamente igual (p > 0,05). A flexibilidade para os Scf
D1UT e B3UT também é estatisticamente igual (p > 0,05). O ensaio de flexibilidade
avalia a capacidade de um material sofrer uma deformag&o, quando submetido a
uma tensdo, sem que ocorra a ruptura das cadeias poliméricas. Neste ensaio, como
no ensaio de elongacao e perfuracéo, foi possivel observar que a flexibilidade do Scf
também aumenta em funcdo do aumento da concentracdo de ColTipol na
formulacdo, com excecdo dos Scf C1C, C1UT, C3C e C3UT (Tabela 8 e 9). As
propriedades mecanicas estédo relacionadas a interacdes intermoleculares entre os

polimeros. Os Scf C (C-UT) foram preparados numa proporc¢ao de 3:1 (ColTipol:QT),
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essa proporcdo massica pode ter interferido na ligacdo eletrostatica entre os
polimeros e o glicerol, ndo formando interagdo eletrostatica estavel e adequada.

A flexibilidade dos Scf também é influenciada pela temperatura de
congelamento, sendo que os Scfs congelados a -80°C (Tabela 8 e 9) apresentaram
mais capacidade de flexibilidade. No entanto a flexibilidade dos Scfs C1C e C1UT é
estatisticamente igual (p > 0,05) a dos Scfs A1C, A1UT, B1C, C1UT. A flexibilidade
dos Scf C1UT e Scf C3C ¢ estatisticamente igual (p > 0,05) aos Scfs A3C e AUT e 0
Scf C3UT apresenta flexibilidade estatisticamente igual (p > 0,05) a dos Scfs D3C e
D3UT.

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 8 e 9 mostram que a
resisténcia ao alongamento, perfuracdo e flexibilidade dos Scf aumentou em funcgéo
do aumento da concentragdo do ColTipol. Isso sugere que a interacao
intermolecular dos grupamentos amina do ColTipol com os grupamentos OH do
glicerol € maior do que o dos grupamentos COO- (ColTipol) com os grupamentos
amino protonados (NHsz") da QT. Esses resultados confirmam que o glicerol
apresenta acao reticulante nessas formula¢des, como demonstrado no FTIR (Figura
28).

Também é possivel observar nas Tabelas 8 e 9 que os Scf obtidos das
dispersbes poliméricas congeladas a -80°C (ultrafreezer) apresentaram maior
resisténcia ao alongamento, perfuracdo e flexibilidade. A Taxa de congelamento é
um parametro importante no processo de liofilizacdo. Durante o congelamento séo
definidos o tamanho e a forma de distribuicdo dos cristais de gelo no material, e
neste momento que é definida a estrutura, forma e tamanho da amostra (TATTINI et
al., 2006).

Os resultados sugerem que a forca intermolecular entre as cadeias
poliméricas dos Scf aumenta em funcdo da concentracdo de colageno e da
temperatura de congelamento, sendo maior quando as dispersdes poliméricas sédo
congeladas a -80°C. O controle da temperatura e pH do colageno pode produzir rede
de fibras de colageno durante a polimerizacéo, resultando em fibras com diferentes
espessuras. O pH e temperatura menores resulta em fibras mais espessas, sendo
que fibras com maior espessura podem ter maior resisténcia ao alongamento,
favorecendo a mimetizacdo de estruturas especificas in vivo (KAISER; COULOMBE,
2015b). E importante ressaltar que as propriedades fisiomecancias de filmes

poliméricos sédo diretamente afetadas pela natureza do biomaterial utilizado. As
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condicdes de preparacao do filme e aditivos utilizados como plastificantes e agentes
reticulantes também influenciam no comportamento fisiomecéanico dos filmes (CUQ
et al., 1996).

O desenvolvimento de Scf que proporcione porosidade combinada com
elasticidade e resisténcia fisiomecéanicas adequadas ainda sao parametros
desafiadores para a engenharia de tecido. Em particular as propriedades de
deformacéo do tecido cardiaco sdo propriedades fundamentais para beneficiar a
regeneracao do miocardio infartado (NEAL et al., 2013). A Tabela 8 e 9 os valores
nominais e o tratamento estatistico dos resultados do modulo de elasticidade
(md&dulo de Young). O modulo de Young ou o médulo de elasticidade € um indicador
da rigidez do filme, e quanto maior o modulo, mais rigido € o material (STOPPEL et
al., 2015).

Apés a analise dos resultados os Scfs que apresentaram menor modulo de
elasticidade foram os Scfs B1UT (235,330 + 11,9 kPa) (Tabela 8) e B3UT (209,639 +
17,1 kPa) (Tabela 9). No entanto, a elasticidade do Scf B1UT € estatisticamente
igual (p > 0,05) a dos Scfs B1C, D1C e D1T, e o Scf B3UT é estatisticamente igual
(p > 0,05) aos Scf B3C e D3UT. Diferente dos resultados obtidos nas propriedades
fisiomecéanicas de resisténcia ao alongamento, perfuracdo e flexibilidade, o médulo
de elasticidade ndo é influenciado pela concentracdo de coladgeno. No entanto, a
temperatura de congelamento a -80°C proporcionou aos Scf menor médulo de
elasticidade. Resultado semelhante foi obtido por Nascimento, Calado e Carvalho
(2012) ao observarem que a melhoria do modulo de elasticidade e a interagdo entre
0s materiais da matriz polimérica € um parametro relevante para a melhoria da
rigidez (NASCIMENTO; CALADO; CARVALHO, 2012).

Em virtude da sua constituicio complexa o musculo do miocardio traz
desafios Unicos para a engenharia de tecido. In vivo, 0 miocardio nativo é
constantemente expostos ao estresse mecanico ciclico e tensdao na forma de
extensdo elastica e relaxamento. As caracteristicas altamente elasticas do miocardio
sao responsaveis pela diastole e sistole cardiaca. Para tanto, a rigidez do ventriculo
esquerdo (VE) varia de 10-20 kPa durante a diastole e 200-500 kPa durante a
sistole. Além de influenciar as propriedades mecanicas, a rigidez do material podera
afetar a ligacdo do fendtipo celular na estrutura porosa (KAISER; COULOMBE,
2015). A capacidade elastica apresentadas pelos Scf (Tabela 8 e 9) apresentam

resultados adequados para serem utilizados na regeneracao do tecido cardiaco.
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Outro estudo que corrabora com os resultados de modulo de elasticidade
obtidos neste estudo é de Parl et al. (2010). Os auotes desenvolveram Scf
elastoméricos compostos por poly(glycerol-sebate), com moédulo de elasticidade
entre 200 e 250 kPa. ApoOs implantacéo in vivo, houve reducdo na apoptose celular
e aumento na expressao da proteina troponina | (PARK et al., 2012). Além disso, as
propriedades de rigidez (médulo de elasticidade) de Scf laminares na forma de patch
podem contribuir para limitar a remodelac&o do ventriculo esquerdo (VE), prevenir a
dilatacdo e reduzir a apoptose dos cardiomiocitos (TAKAHASHI; YAMAMOTO,;
TABATA, 2005; SERPOOSHAN et al., 2013).

5.3.5 Capacidade de mucoadeséo

Os resultados dos valores nominais e o tratamento estatistico da forca
maxima (Fmax) (N s™) necessaria separar os Scfs A1 (C-UT), B1 (C-UT), C1 (C-UT),
D1 (C-UT), A3 (C-UT), B3 (C-UT), C3 (C-UT) e D3 (C-UT) dos discos de mucina em
funcdo do tempo sdo apresentados nas Tabelas 10 e Tabela 11.

Tabela 10 — Capacidade de mucoadeséo dos Scfs laminares Al (C-UT), B1 (C-UT), C1 (C-UT) e D1
(C-UT), (n=3).

Forca maxima (Fma) para separacéo (N s™) em funcéo do tempo

1,63+0,1° 2,56 + 0,2 2,12 +0,1°
2,35+0,1% 2,54 + 02" 2,49 +0,1°
2,40 + 0,22 2,75 + 0,17 2,45+ 0,12
2,45+ 0,12 3,13 +0,3? 2,74 +0,2%
2,10 +0,1% 2,22 +0,6° 2,50+ 0,2°
2,35+ 0,1° 2,93+0,1% 2,72 +0,1%
2,34 +0,1° 2,61+ 0,13 2,71+0,1%
2,44 +0,2° 2,85+ 0,1% 2,65 + 0,3%

Fonte: Elaboragao propria

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados sdo estatisticamente diferentes
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Tabela 11 — Capacidade de mucoadeséo dos Scfs laminares A3 (C-UT), B3 (C-UT), C3 (C-UT) e D3
(C-UT) (n=3)

Forca maxima (FMaxX) para separacédo (N) em funcao do tempo

256 +0,3% 2,12+ 0,1° 2,62 0,2
2,73+0,1%® 2,54 + 02 2,49 +0,1%
251+0,1% 2,40 + 0,2 2,62 0,2
2,88+ 0,32 3,01+0,12 2,94 + 0,12
227+0,1° 2.47 +0,2° 238+0,1°
255+0,1% 2.69+0,1% 2.45+0,1°
276 +0,2% 2.83+0,1% 2,65 +0,1%
256+ 0,32 272+ 0,1 262 +0,.2%

Fonte: Elaboracgéo propria
As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados sdo estatisticamente diferentes

As Tabelas 10 e 11 mostram que a Fmax de adesdo em 60 s,
numericamente, foi maior nos Scf BLUT e B3UT. No entanto, ndo houve diferenca
estatistica (p > 0,05) entre os Scfs laminares da Tabela 10, com excessédo do Al1C,
que diferiu do B1UT. Com relacdo aos Scfs da Tabela 11, a Unica diferenteca
estatistica foi encontrada entre B3UT e C3C.

No tempo de 120s, a Fmax de adeséao foi, numericamente, maior para os Scfs
B1UT (3,13 + 0,3 N.s™*) e B3UT (3,01 + 0,2 N.s™). No entanto, a Fmax de ades&o
para o Scf B1UT é estatisticamente igual (p>0,05) a dos Scf B1C, C1UT, D1C e
D1UT. A Fmax de adesdo do Scf B3UT ndo apresenta diferenca estatistica (p >
0,05) em relacado a dos Scf C3UT, D3C e D3UT.

No tempo 180s, a Fmax de adeséo foi, numericamente, maior para os Scfs
B1UT (2,74 + 0,2 N.s™) e B3UT (2,94 + 0,2 N.s™%). No entanto a Fmax de ades&o do
Scf B1UT é estatisticamente igual (p > 0,05) a dos Scf B1C, C1UT, D1C e D1UT. A
Fmax de adesdo do Scf B3UT é estatisticamente igual a dos Scf A1C, A3UT, B3C,
D3C e D3UT.
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A andlise dos resultados mostra que a Fmax de adesdo dos Scf ndo é
influenciada pela concentracdo dos polimeros na formulagdo. No entanto os Scf
obtidos pelo congelamento das dispersdes poliméricas a -80°C apresentaram
valores nominais maiores. E possivel observar que ocorreu um aumento na Fmax do
tempo de 60s para o tempo de 120s isso sugere que a Fmax de adesdo é
dependente do tempo de contato do Scf com o disco de mucina. No entanto apo6s
180s de contato ocorre uma pequena diminuicdo da Fmax de adesao.

A mucoadesao pode ocorrer por um ou mais mecanismos: por ligacdes de
natureza eletrostatica ou por ligacbes de hidrogénio, por intumescimento ou
aumento da viscosidade ou por difusdo onde ocorre a interpenetracdo das cadeias
poliméricas (SUKNUNTHA et al., 2011). A natureza catidnica da QT favorece a
formacdo de ligacbes de hidrogénio e ligacOes eletrostaticas com substancias
carregadas negativamente, como a mucina ou outros polimeros (WAYS; LAU, 2018).
Esta seria 0 mecanismo mais provavel de mucoadesdo apresentados pelos Scf
laminares, devido a presenca de QT nos Scf, no entanto, os resultados evidenciaram
gue a capacidade de mucoadeséo nao diminuiu em funcdo da menor concentracao
da QT na formulacdo. Desta forma, a presenca da QT no Scf laminar favorece a
mucoadeséo independente do teor utilizado nas diferentes proporgoes.

O mecanismo de intumescimento ou viscosidade também ndo se adequa aos
Scfs, pois ndo se trata de material liquido. A analise dos resultados mostra que a
mucoadesado dos Scf laminares ocorre pelo mecanismo de difusdo, pois 0 aumento
progressivo da Fméax de adesdo ocorreu em funcdo do aumento do tempo de
contato de 60s para 120s. Quando o material € colocado em contato com o0 muco
ocorre a formacdo de ligacbes bioadesivas semipermanentes devido ao
desenrolamento e consequente interpenetracdo das cadeias e entrelacamento fisico
do polimero com as cadeias glicoproteicas do muco. A Fmax aumenta com o grau
de penetracao das ligacdes bioadesivas, sendo que a forca maxima de ligacdo seré
alcancada quando a profundidade de penetracdo for igual para o polimero e a
glicoproteina do muco (SUKNUNTHA et al., 2011).

5.3.6 Selecao das amostras

De acordo com os resultados de DSC e FTIR e pelas propriedades
fisiomecéanicas e de mucoadeséao. Os Scf B1C, B1UT, D1C e D1UT apresentaram

maiorestabilidade fisico quimicas, boas propriedades fisiomecanicas e de
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mucoadesao, e menor valor nominal no médulo de elasticidade, sendo este um fator
determinante para o Scf com potencial para regeneracdo do musculo cardiaco.
Diante disso, nesses Scfs as caracteristicas de porosidade, interconectividade dos

poros e anisotropia foram avaliados por uCt e MEV.

5.3.7 Microtomografia computadorizada (uCt)

As Tabelas 12 e 13 mostram a porosidade (%),volume de poros abertos
(mm?), poros fechados (%) e grau de anisotropia dos Scf laminares. O volume de
poros abertos representa a interconectividade entre os poros dos Scf, as quais estao
relacionadas ao percentual de poros fechados/abertos e o volume total de poros
(mm?®).0 resultado da porosidade dos Scfs laminares obtidos no extensor 1 mm
realizados no pPCT (Tabela 12) variou entre 56,94% (B1C) e 62,38 (D1UT), a
interconectividade dos poros foi menor para B1C (2,22 mm?®) e maior para D1UT
(6,02 mm®), o percentual de poros fechados variou entre 0,15% (D1UT) e 0,27%
(B1C) e o grau de anisotropia foi maior para D1UT (0,74755) e menor para B1C
(0,48125). Para os Scfs laminares obtidos no extensor 3 mm realizados no uCT
(Tabela 13) a porosidade variou entre 67,69% (D3C) e 76,50% (D3UT), a
interconectividade dos poros foi menor para B3C (2,64 mm?®) e maior para B3UT
(4,07 mm®), o percentual de poros fechados variou entre 0,0% (D3UT) e 0,05%
(B1C), o grau de anisotropia foi maior para D3UT (0,98732) e menor para B3C
(0,58962).

Tabela 12 - Descricdo da porosidade (%), poros fechados (%), volume de poros abertos (mm3) e grau
de anisotropia dos Scf laminares B1C, D1C. B1UT e D1UT

PROPRIEDADES B1C ‘ D1C B1UT ‘ D1uUT
Porosidade (%) 56,94 57,49 57,02 62,38
Volume de poros abertos (mm?) 2,22 2,48 2,37 6
Poros fechados (%) 0,27 0,22 0,27 0,15
Grau de anisotropia 0,48125 0,60510 0,63659 0,74755

Fonte: Elaboragao propria
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Tabela 13 - Descri¢do da porosidade (%), poros fechados (%), volume de poros abertos (mm-3) e
grau de anisotropia dos Scf laminares B3C, D3C. B3UT e D3UT

PROPRIEDADES ‘ B3C ‘ D3C ‘ B3UT ‘ D3UT
Porosidade (%) 67,89 63,97 70,72 76,50
Volume de poros abertos (mm3) 2,64 3,10 4,07 2,82
Poros fechados (%) 0,06 0,00 0,05 0,00
Grau de anisotropia 0,58962 0,86783 0,69848 0,98732

Fonte: Elaboracéo propria

Os Scfs laminares obtidos pela temperatura de congelamento a -80°C,
apresentaram maior percentual de porosidade e grau de anisotropia. O processo de
congelamento tem demonstrado que pode influenciar a formagdo de Scf com
estrutura anisotropica. Christine et al. (2016) desenvolveram Scf de caracteristica
anisotropica compostos por gelatina e fibroina da seda congelando as dispersdes
poliméricas com nitrogénio. O rapido congelamento favoreceu a formacédo de uma
estrutura anisotropica. A UCt por transmissdo de Raios X € uma técnica nao
destrutiva que avalia amostras na escala micrométrica, obtendo informagdes sobre a
propriedade do material e geometria tridimensional em alta resolu¢do. Os valores
para o grau de anisotropia podem variar de O (indica que a estrutura é totalmente
isotropica) e grau 1 (indica que a estrutura é totalmente anisotrépica) (SILVA et al.,
2014).

Anisotropia € a capacidade de propagacao de sinais elétricos em todo o
coracao devido a linearidade da estrutura da fibra cardiaca, sendo responséavel por
contracdes controladas e sincronizadas associadas com funcionalidade do coragéo
saudavel. O Scf para regeneracdo cardiaca deve ser, preferencialmente,
anisotropico para favorecer o alinhamento dos cardiomidcitos. Cardiomiocitos mal
alinhados podem expandir na dire¢éo do tecido nativo, reduzindo a forca e eficiéncia
contratil (HANG et al., 2010; BIAN; JACKMAN; BURSAC, 2014)i. Os Scf B1C, B1UT,
D1C, D1UT, B3C, B3UT, D3C e D3UT apresentaram grau de anisotropia variado.
Os Scf contendo maior teor de ColTipol (B1UT, D1UT, D3C e D3UT) apresentaram
maior grau de anisotropia. Os resultados mostram que o maior teor de ColTipol nas

formulacdes D (4:1-ColTipol:QT) possibilitou uma maior interagdo com o glicerol, as
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alteracOes eletrostaticas podem aumentar o didmetro da fibrila de colageno, e
consequentemente interferir na estrutura da proteina (ACHILLI; MANTOVANI, 2010).

Durante o processo de obtencao dos hidrogeis de ColTipol e QT 0s mesmos
permaneceram sob refrigeracdo durante 24 h. A baixa temperatura contribui para o
processo de geleificacdo do coldgeno, formando estruturas ordenadas e
estabilizadas por ligagdes de Van der Waals e por ligacbes de hidrogénio. Durante a
geleificacdo as proteinas livres e desordenadas sédo alteradas para uma
conformacao helicoidal formando uma rede estruturada (NEKLYUDOV, 2003).

Pela analise dos resultados, podemos dizer que os Scf laminares B1C, B1UT,
D1C, D1UT, B3C, B3UT, D3C apresentam estrutura isotropicos e anisotrépicos, e o
Scf D3UT apresenta uma estrutura anisotrépica. Os resultados obtidos mostram que
os Scf laminares apresentam propriedades estruturais de porosidade e anisotropia
adequadas para serem aplicados na regeneracédo do tecido cardiaco, em especial o
Scf laminar D1UT e D3UT.
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5.3.8 Microscopia de varredura eletrénica (MEV)

As Figuras 25 e 26 (Paineis | e Il) mostram as imagens realizadas por
microscopia de varredura eletrénica (MEV) dos Scfs laminares B1C, D1C, B3C,
D3UT (painel 1), B1C, D1UT, B3C e D3UT (painel II).

Figura 25 - Microscopia de varredura eletrénica (MEV) dos Scfs laminares B1C, D1C (painel I), BIUT
e D1UT (painel I1). Vista lateral — com magnitude de 100x (A), 200 x (B) e 500 x (C).

Fonte: Elaboracgéo propria
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Figura 26 - Microscopia de varredura eletrénica (MEV) dos Scfs laminares B3C, D3C (painel 1) e
B3UT e D3UT (painel 1l). Vista lateral — com magnitude de 100x (A), 200 x (B) e 500 x (C).

Fonte: Elaboracgéo propria

E possivel observar em todas as imagens que ocorreu formacgéo de estrutura
porosa tridimensional. Porém ao compararmos as imagens dos Scf B1C-D1C (Figura
25 — painel I) com as imagens dos Scf BIUT-D1UT (Figura 25 — painel Il) é possivel
visualizar estrutura porosa formada com poros mais homogéneos distribuidos em
toda a estrutura nos Scf D1C-D1UT. Os mesmos resultados s&o observados na
Figura 26 — painéis | e Il. Esses resultados sugerem que 0 aumento da concentracéo
de ColTipol na formulacdo dos Scf D1C, D1UT, D3C e D3UT favorece a formacédo
de uma estrutura com poros mais homogeneamente distribuidos. Isto ocorre devido
a formacao de cristais de menor tamanho quando o hidrogel é congelamento mais
rapidamente (-80°C).

A porosidade e interconectividade dos poros apresentadas nas Figuras 25 -
26 e Tabela 13 € uma indicativo de que a formulacdo € adequada para obtencéo de
Scf e que o método utilizado foi capaz de formar estrutura porosa que beneficiara a
acomodacéo adequada dos cardiomiocitos.

A Tabela 14 mostra a variacdo no tamanho dos poros dos Scf B1C, B1UT,
B3C, B3UT, D1C, D1UT, D3C e D3UT, sendo que o Scf D1UT apresentou poros
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com diametro menor (72,61 pum) e o Scf B3C apresentou tamanho de poro maior
(589,07 pum).

Tabela 14 - Variacdo do diametro dos poros obtidos por MEV dos Scf B1C, B1UT, B3C, B3UT, D1C,
D1UT, D3C e D3UT

Scaffold B1C (um) B1UT (um)

Diametro
dos poros

B3C (um) B3UT (um)

293,98 - 399,48 | 373,41- 619,25 589,07 - 691,21 | 559,87- 603,68

Scaffold D1C (um) D1UT (um) D3C (um) D3UT (um)

Diametro
128,06 — 173,46 72,61 -113,19 218,19 — 267,71 93,85 - 113,76

Fonte: Elaboracgéo propria

A analise dos resultados mostra que o tamanho dos poros foi maior para os
Scf B1C, B1UT, B3C, B3UT o que sugere que a concentracdo de ColTipol e QT
presentes nos Scfs influencia a formagdo homogénea da estrutura porosa e
tamanho dos poros. E possivel observar que a espessura do Scf também foi um
pardmetro que influenciou o tamanho dos poros. Os Scf com espessura menor
apresentaram tamanho de poros menores. O tempo de congelamento mais rapido
pode influenciar o tamanho dos cristais de gelo formados, fator que determina o
tamanho dos poros. A medida que o gelo cresce, a fase soélida é empurrada para
fora do sistema continuo pelos cristais de gelo, ficando concentradas em areas entre
os cristais. Depois que o gelo é removido por sublimacdo, ocorre a formacdo de
poros na regido que anteriormente existiam os cristais de gelo (CHRISTINE et al.,
2016).

O tamanho, a distribuicdo e a interconectividade dos poros séo fatores criticos
gue determinam a transferéncia de massa de oxigénio e nutrientes para apoiar 0
crescimento vascular no Scf (COULOMBE et al., 2014). Poros com tamanho de 40
Mm resultaram em maior densidade de vasos ocasionando a fibrose do local. Em
contrapartida poros com tamanhos de 370 pym favoreceram o suprimento de oxigénio
para proliferacdo dos cardiomiocitos e fibroblastos (RADISIC et al.,, 2006). Em
estudo in vivo, o tamanho de poros > 250 ym favoreceu a angiogénese, dando

origem a um namero maior de microvasos (DRUECKE et al., 2004).
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Os resultados observados no MEV contribuem para a melhoria das
propriedades das fisiomecanicas e do modo de elasticidade, como j& observado nas

Tabelas 8 e 9 e de caracteristicas morfoldgicas (Tabelas 12 e 13).

5.3.9 Selecao das amostras

A partir dos resultados de propriedades de porosidade, interconectividade dos
poros e estrutura dos poros. Os Scfs B1UT, B3UT, D1UT e D3UT obtidos pelo
congelamento das dispersfes poliméricas a temperatura de -80°C foram

selecionados para a realizacdo da analise de capacidade de intumescimento.

5.3.10 Capacidade de Intumescimento

A Figura 27 mostra a relagdo do volume de meio absorvido (puL/mg) em
funcdo do tempo. O ensaio de intumescimento foi realizado em PBS pH 7,4 durante
840 min. O sistema de intumescimento utilizado neste estudo permite que as
moléculas do solvente permeiem gradualmente pela estrutura das cadeias
poliméricas. A implantagdo do Scf na forma seca ira favorecer a infiltracdo lenta dos
fluidos organicos. A infiltracdo lenta dos fluidos corpéreos utilizado neste estudo,
permitira a adaptacédo gradual da estrutura na regido de implantacdo. A capacidade
de absor¢cdo de &gua indica o nivel de fluidos corpéreos que serd absorvido pelo
material Scf (LI et al., 2005; DAVIDENKO et al., 2010).
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Figura 27 - Capacidade de Intumescimento dos Scf laminares B1UT - D1UT (A), B3UT — D3UT (B)
em PBS pH 7,4. (n=3)
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Fonte: Elaboragéo propria

Os resultados mostram que o equilibrio hidrofilico dos Scf D1UT (painel A) foi
alcancado em 720 min. O equilibrio hidrofilico do Scf B3UT (painel B) e D3UT
(painel B) foi alcancado em 780 min. Para o Scf B1UT (painel A) o equilibrio
hidrofilico foi alcancado em 720 min. No tempo de saturacdo de cada Scf a
capacidade de intumescimento obedeceu a seguinte ordem D1UT < B1UT < B3UT =
D3UT, apresentando os percentuais de absorcédo de 231%, 326%, 233% e 218%,
respectivamente. A capacidade de absorver maior quantidade de agua do Scf B1UT
e B3UT esta relacionada com a maior concentracdo de QT no Scf. A mesma relacao
foi vista por Sionkowska, Kaczmarek e Lewandowska (2014) que produziram filmes
de colageno e quitosana, com diferentes propor¢des desses materiais.

O Scf B1UT apresentou uma maior capacidade de intumescimento do que o
Scf B3UT, que possuem a mesma concentracdo de biomateriais, mas apresentam
espessuras diferentes. Isso ocorreu porque o intumescimento gradual permite alterar

0 arranjo espacial do Scf aumentando o seu volume. A menor espessura pode ter se
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desestabilizado durante o intumescimento. No entanto, 0 processo de
intumescimento é limitado pelas ligacdes inter e intramoleculares, pela rigidez
intrinseca do polimero e pela espessura do filme polimérico (SRIAMORNSAK;
KENNEDY, 2008).

Quando comparamos a capacidade de intumescimento entre os Scf que
possuem a mesma espessura, B1lUT-D1IUT e B3UT-D3UT, os perfis de
intumescimento foram semelhantes e estatisticamente iguais (p>0,05). No entanto
ao compararmos os perfis de intumescimento dos Scfs compostos pela mesma
formulagéo, porém com espessuras diferentes, BIUT-B3UT e D1UT-D3UT, os perfis
de intumescimento foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

Alguns polimeros possuem grupamentos funcionais hidrofilicos em sua
estrutura tais hidroxila, &cido carboxilico e aminas (SIEPMANN; PEPPAS, 2001),
como é o caso da QT e ColTipol que compdem os Scf. Esses biomateriais, quando
em contato com o solvente, pode intumescer dentro de um periodo de tempo até
atingir o equilibrio hidrofilico. Cabe ressaltar que o intumescimento de um polimero é
dependente do grau de interacdo entre as moléculas do polimero e do solvente. A
dispersdo de QT foi obtida em acido acético 1,5% (m/v) para que 0s grupamento
amino se tornassem protonados. A protonacdo em pH > 5,0 favorece o grau de
intumescimento da QT (DASH et al., 2011). O maior grau de intumescimento dos Scf
B1UT e B3UT se justifica pela maior propor¢cdo de QT (2ColTipol:2QT) quando
comparadas ao Scf D1UT e D3UT (4Coltipol:1QT).

A Figura 28 (painel A-D) mostra a cinética de intumescimento, representada
pela a curva de In Q vs In (t). Os Scfs D1UT, B1UT, B3UT e D3UT apresentam,
respectivamente, os seguintes valores de n 0,46533, 0,47371, 0,53596 e 0,57591 e
R? 0,9849, 0,97454, 0,94881 e 0,99009.
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Figura 28 — Cinética de intumescimento em PBS pH 7,4 dos Scf laminares B1UT (A), D1UT (B), B3UT
(C) e D3UT (D)
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Fonte: Elaboragao propria

Os parametros da cinética de intumescimento contribuem para compreender
como ocorre o processo de difusdo do solvente para o interior do Scf (AOUADA et
al., 2009). As curvas de In Q vs In t mostram um comportamento de intumescimento
lento até atingir o ponto de equilibrio hidrofilico. A lei de Fick & usada para explicar a
cinética de intumescimento e comportamento de difusdo do solvente em hidrogeis.
Valores de n entre 0,45 e 0,50 correspondem a difusdo de Fick. Valores de n fora
desta faixa indicam que a difus@o € do tipo ndo-Fickiano. Um valor de n=1,0 indica
que a difusdo do solvente para o interior da matriz tridimensional ocorre pela
relaxacdo das cadeias que compdem a rede polimérica. Além disso, para 0,5 < n <
1,0 a difus&o ocorre por transporte andmalo (SERRA; DOMENECH; PEPPAS, 2006;
AOUADA et al., 2009).

Os valores de n para os Scfs laminares B1UT e D1UT mostraram que a
difusdo do solvente corresponde por difusdo Fickiana. De acordo com a lei de Fick,

haverd uma diferenca na concentracdo desses ions de um lado para outro. A forga
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exercida pelo campo elétrico formado na membrana direcionara os ions na dire¢éo
oposta ao meio de menor concentracdo e a difusdo do solvente ocorrera até que o
equilibrio do fluxo total dos ions através da membrana seja zero (KIPCAK et al.,
2014). Os valores de n para os Scfs laminares mais espessos (B3UT e D3UT)
mostraram que a difusdo do solvente ocorreu por transporte anémalo. No caso de
transporte andmalo, o processo de difusdo € governado ao mesmo tempo pela
difusdo do solvente e pelo relaxamento das cadeias matriciais tridimensionais
(DANYUO et al.,, 2019). No entanto, o relaxamento das cadeias matriciais
tridimensionais depende da mobilidade intramolecular e intermolecular, bem como
da rigidez e espessura do filme polimérico (SIONKOWSKA; KACZMAREK;
LEWANDOWSKA, 2014).

Assim, os resultados apresentados na Figura 27 e 28 (Paineis A-D) mostraram
gue a concentracdo de ColTypol e QT influencia na capacidade de intumescimento
dos Scfs e a espessura no comportamento de difuséo.

5.4 Scaffold laminar com capacidade eletrocondutiva

A formulacdo DUT (4Coltipol:1QT) selecionada para este estudo, foi baseada
nos melhores resultados apresentados nas avaliagdes fisico-quimicas,
caracteristicas  estruturais, propriedades fisiomecénicas e capacidade de
mucoadesao obtidas em estudo anterior. A incorporacao da PANI em meio &cido ir4
contribuir para manter a forma de esmeraldina protononada (Figura 9) responsavel
pela conducéo elétrica (SIRIVISOOT et al., 2014). Cabe ressaltar que neste estudo a
PANI foi dopada em meio &cido, esse processo favorece a protonacdo dos
grupamentos amino (NHs") presentes na estrutura, conferindo alta condutividade
(MAWAD et al., 2016).

Neste estudo foi utilizado o glicerol como agente reticulante e plastificante do
ColTipol, QT e PANI. Essa escolha foi baseada no trabalho desenvolvido por
Sionkowska, Kazmarec e Lewandowska que utilizaram acido tanico, rico em
grupamentos hidroxilas (OH), para realizar a ligacdo entre os grupamentos amino
(NHy) protononados (ColTipol, QT) quando dispersos em meio &cido.
(SIONKOWSKA; KACZMAREK; LEWANDOWSKA, 2014; VARGAS et al., 2017). A
Figura 29 apresenta a possivel interacdo molecular entre o ColTipol, QT, PANI e

glicerol.
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Figura 29 - Ligagdes de hidrogénio para formacéo do cross linking entre a quitosana, colageno tipo |,
polianilina e glicerol.
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Fonte: Adaptado de Sionkowska, Kazmarec e Lewandowska (2014); Vargas et al. (2017).

5.4.1 Caracteristicas macroscopicas

A Figura 30 (letra A) mostra a aparéncia macroscopica do Scf laminar de
ColTypol-QT-Glicerol sem PANI (Painel 1) e com PANI (Painel 1l) obtidos pelo

método de extensdo (Figura 12) e liofilizacao.
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Figura 30 - Imagens fotograficas do Scfs dos Laminares D3UT (1) e DP3UT (Il) - (A) Imagem frontal,
(B) imagem lateral e (C) Imagem do Scf flexionado.

Fonte: Elaboracéo propria

A andlise macroscopica dos resultados mostra que a incorporagdo da PANI
nao interferiu na formacéo do Scf Laminar mantendo uma estrutura homogénea. Os
extensores (Figura 11) favorecem a producdo de Scf laminares com capacidade
eletrocondutiva com comprimento e largura que podem ser adaptadas de acordo
com o tamanho da lesdo tecidual, com limite at¢é 15 cm. Outra vantagem
apresentada pelo método de extensdo € a possibilidade de produzir Scf com
espessuras previamente projetadas (Figura 12) de acordo com a altura da vazéo do
extensor utilizado.

A incorporagdo da PANI né&o interferiu na espessura dos Scf laminares
(DP1UT) obtidos com extensor de 1 mm mantendo a média entre 0,9 mm %= 0,2 e
pelo extensor de 3 mm (DP3UT) entre 1,2 mm % 0,2, (n=6). Scf laminar contendo
PANI (DP3UT) manteve a caracteristica de ser flexionado quando comparado ao Scf
laminar sem PANI (D3UT) (Figura 30 — letra C). Essa propriedade pode facilitar o
recobrimento da lesdo do miocéardio, se moldando na regido arredondada do
coragcao. Os agentes plastificantes, como o glicerol, possuem baixa massa molar e
sdo muito utilizados para melhorar as propriedades mecanicas dos filmes
poliméricos, favorecendo as propriedades de flexibilidade e alongamento. A baixa

resisténcia a flexdo € uma caracteristica atraente para os Scfs utilizados para
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regeneracao de tecidos moles, pois apresentam a vantagem de evitar lesées nos
tecidos saudéaveis ao redor do tecido lesionado (AMOROSO et al., 2012).

ApoOs a adicdo de 5% de glicerol as dispersdes poliméricas contendo ColTipol
e QTP se misturaram de forma homogénea, o que indica que a concentracdo nao
ultrapassou a quantidade maxima para a formulacdo (DONHOWE; FENNEMA,
1993). A concentracdo méxima admissivel de glicerol em dispersées poliméricas
resulta em processo de exsudacdo e separacdo de fases, influenciando

negativamente as propriedades do material.

5.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Esta técnica permitiu identificar alteracbes nas variaveis termodinamicas
ocorridas durante as transformacgdes fisico-quimicas induzidas pelo aquecimento
das matérias primas e Scf laminares. Tendo em vista que os Scf laminares obtidos
com extensor de 1 mm e 3 mm possuiam a mesma formulacéo, para esta analise
foram utilizados os Scf laminares estendidos com extensor de 3 mm. A Tabela 15 e
Figura 31 mostram os resultados do DSC para as matérias primas (QT, ColTipol e
PANI) e Scf laminares (D3UT e DP3UT)

Tabela 15 - Temperatura referente a perda de dgua residual, variagdo de entalpia carbonizacéo para
matérias primas (QT, Coltipol e PANI) e Scf laminares D3UT e DP3UT.

Perda de 4gua residual Degradacéo
Material Temp °C Ente(llApI_iI:;\ J/g Temp °C
85 99 314
71 63 305
98 110 322
88 29 309
103 104 295

Fonte: Elaboragéo propria
Legenda: QT — Quitosana, ColTipol — Colageno tipo | e PANI - Polianilina.
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Figura 31 - DSC das matérias primas QT; ColTipol; PANI e Scf laminares D3UT e DP3UT
DP3UT
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Fonte: Elaboracgéo propria
Legenda: QT — Quitosana, ColTipol — Colageno tipo | e PANI - Polianilina.

A presenca de agua nas matérias-primas e Scf laminares avaliado em
balanca analitica acoplada a sistema de secagem por radiacado infravermelha variou
entre 3,94% (CH) a 12,11% (Scf DP3UT). Os termogramas de DSC apresentados na
Tabela 15 e Figura 31 mostram que 0s primeiros eventos térmicos ocorreram nas
temperaturas de 71°C (QT) (paineis A-B) a 103°C (DP3UT) corresponde a
eliminacdo da agua residual. A entalpia de mudanca de estado liquido para vapor
ocorre com 0 aumento da temperatura e pressdo, o aumento da energia fornecida
ao sistema resulta em um evento endotérmico. Os diferentes valores de entalpia das
substancias ocorrem devido em funcdo da forca de interacdes moleculares e das
massas de seus componentes (GEROLA et al., 2010).

No termograma da QT (Figura 31 — painéis A e B) 0 evento exotérmico em
305°C pode estar relacionado a degradacdo da amina GIcN (GUINESI;
CAVALHEIRO, 2006). O ColTipol (Figura 30) apresentou um evento térmico em

com inicio 40°C (onset) e término 120°C (endset) referente a temperatura de
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desnaturacao, resultado semelhante ao encontrado por Tonhi e Pleplis (2002) que
observaram que a desnaturacdo do ColTipol ocorreu em 54° C. A desnaturacao
ocorreu devido ao aumento da temperatura que promove a quebra das ligacdes de
hidrogénio e de algumas ligacbes cruzadas responsaveis por manter a estrutura
proteica tridimensional (TONHI; PLEPLIS, 2002). O evento térmico em 220°C
apresentado pelo ColTipol (Figura 31 — Painéis A e B) é referente a transi¢ao vitrea
(Tg) dessa proteina, sendo que esse evento ndo foi observado nos Scf laminares.

Apos a andlise dos resultados podemos considerar que os materiais utilizados
para a preparacdo dos Scf sdo misciveis. A formacdo de ligagbes cruzadas no
ColTipol estabiliza a tripla hélice do colageno e altera a Tg do material (CALDERON
et al., 2010). Portanto, a incorporacdo do glicerol e QT pode ter favorecido a
estabilidade da tripla hélice pela formacdo de ligacbes intermoleculares como
demonstrado nos resultados do FTIR.

A incorporagdo da PANI (DP3UT) néo interferiu na estabilidade da molécula.
Esse resultado corrobora com a hipétese da interagdo molecular entre os
grupamentos NH, do ColTipol, QT e PANI com as hidroxilas (OH) do glicerol (Figura
31). A variagdo de entalpia (AH) é dada pela diferengca entre a temperatura da
amostra (Tonset) e a temperatura da referéncia (Tendset) (BERNAL et al., 2002). A
analise dos resultados (Tabela 7) mostra que houve um aumento no valor de AH do
Scf sem PANI (D3UT) para o Scf com PANI (DP3UT), respectivamente, 42 J/ig e 104
J/ig. Esse resultado sugere a PANI favoreceu o aumento do numero de ligacdes
intermoleculares com a molécula de agua. Resultado semelhante foi obtido por
Vargas et al. (2017) ao incorporar 25% de PANI em filmes contendo grafeno. A PANI
€ considerada um polimero que apresenta a capacidade de fazer ligacbes de
hidrogénio com as moléculas de agua, podendo realizar as ligagdes por uma ou
duas pontes de hidrogénio. O tipo de ligacao ira interferir na quantidade de energia
de ativacdo necessaria para romper a ligacfes intermoleculares realizadas o que
pode aumentar o valor de entalpia do material (AH) (CANALES; ARADILLA;
ALEMAN, 2011).

Picos de degradacéo térmica (Tabela 7 e Figura 31) ocorreram em 314°C
(ColTipol) , 305°C (QT), 322°C (PANI), 309°C (D3UT) e 295°C (DP3UT). As
temperaturas de degradagcdo do ColTipol, QT e Scf ficaram préximas, para o

ColTipol essa temperatura esta relacionada a perda das ligagbes de hidrogénio e
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consequentemente, perda da estrutura terciaria dessa proteina, no entanto esse

fendbmeno é reversivel se a proteina for hidratada (LEON-MANCILLA et al., 2016).
Os resultados obtidos no ensaio de DSC mostraram um aumento a energia de

entalpia (AH) com a incorporacdo da PANI, evidenciando o aumento das ligacbes

intermoleculares referente ao crosslinking da PANI-glicerol.

5.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 32 mostra as interacdes intermoleculares entre as matérias primas e
Scf laminares D3UT e DP3UT. Tendo em vista que os Scf laminares obtidos com
extensor de 1 mm e 3 mm possuiam a mesma formulagdo, para esta analise foram

utilizados os Scf laminares estendidos com extensor de 3 mm.

Figura 32 - Espectros FTIR das matérias primas ColTipol; QT; Glicerol e PANI e Scf laminares D3UT
e DP3UT
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Fonte: Elaboragéo propria

Legenda: QT — Quitosana pura, ColTipol — Colageno tipo | puro, PANI - Polianilina

A analise dos resultados referente aos grupamentos quimicos caracteristicos
do ColTipol, QT e Glicerol estdo descritos no item 5.3.3. A presenca dos

grupamentos caracteristicos da PANI no Scf DP3UT (Figura 32) demonstra que esse
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biomaterial foi incorporado com sucesso € que ndo afetou as interacdes
eletrostaticas entre a QT e ColTipol. Cabe ressaltar que ao incorporarmos a PANI na
formulacdo, a mesma estimulara a propagacdo elétrica pela estrutura do Scf
favorecendo a proliferacdo dos cardiomiécitos e recuperacdo funcional do tecido
cardiaco (MAWAD et al., 2016). Além disso, o ColTipol juntamente com o QT irdo
favorecer a adesao e retencédo celular no tecido organico (HAO et al., 2008; HAO et
al., 2008). Nenhuma banda adicional foi identificada o que sugere que ndo ocorreu a
formacao de um novo compdésito.

A partir dos resultados analisados na espectroscopia FTIR (Figura 32, painéis
A-B) associados aos termogramas (Figura 31, painéis A-B) que nao ocorreu a
formacdo de um novo compdsito e que a incorporacdo da PANI favoreceu o
aumento das ligacdes intermoleculares (crosslinking) da PANI com o glicerol. O

mesmo evento foi evidenciado nos resultados obtidos pela anélise térmica (DSC).

5.4.4 Capacidade de condutividade do impulso elétrico

A Tabela 16 mostra os resultados da avaliagdo da capacidade de
condutividade do impulso elétrico dos Scf laminares D1UT, DP1UT, D3UT e
DP3UT.

Tabela 16 - Avaliacdo da capacidade de condutividade do impulso elétrico dos Scf laminares D1UT,
DP1UT, D3UT E DP3UT, (n=3).

D1UT DP1UT

2 cm? 1 cm? 2 cm?

Material

1 cm?

Condutividade

7,0.107+0,4.107 | 7,67.107+0,2.107 | 0,77.10°+0,1.10° | 1,17.10%+0,3.10°%
(Sfem)

DP3UT

Material
1 cm? 2 cm?

2 cm?

1 cm?

Condutividade
(Sfem)

Fonte: Elaboragéo propria
Ao observarmos os resultados (Tabela 16) os Scf sem PANI (DP1UT)

6,14.107+£0,2.107 | 7,76.10"+0,7.107 | 0,84.10°+0,1.10° | 1,25.10°+0,4.10°

apresentaram uma condutividade do impulso elétrico de 0,77.10° + 0,1.10° e
1,17.10° + 0,1.10° S/cm e os Scf DP3UT apresentaram uma condutividade do
impulso elétrico de 0,84.10° + 0,1.10° e 1,25.10° + 0,4.10° S/cm, respectivamente
para 1 cm? e 2 cm? de dimens&o. Resultados semelhantes de condutividade do
impulso elétrico foi encontrado por Qazi et al. (2014) que obteve uma condutividade

1,29.10° + 1.10° S/cm em filmes de poly(glycerol-sebacate) contendo 15% PANI
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(QAZI et al., 2014). Valor de condutividade do impulso elétrico diferente foi obtido
por Martins et al. (2014), ao desenvolverem Scf de quitosana-carbono. Eles
avaliaram a condutividade do material seco que ficou em 0,25 + 0,09 S/m e quando
hidratado a condutividade foi para 0,04 + 0,02 S/m. Os pesquisadores ainda
puderam observar que o Scf de quitosana-tubos de carbono aumentaram a atividade
metabdlica e expressao de genes cardiacos especificos associados a contracédo e a
conducao de sinais elétricos.

A analise dos resultados mostra que a capacidade de condutividade do
impulso elétrico é influenciada pela dimensdo do Scf, tendo em vista que as
amostras com dimensdo de 1 cm? apresentaram menor condutividade do impulso
elétrico do que as amostras com 2 cm? de dimens&o. Esse resultado é justificavel,
pois a PANI, polimero condutor, esta distribuido homogeneamente na amostra.
Desta forma, as amostras de maior dimens&o (2 cm?) apresenta uma quantidade de
PANI maior. No entanto, o aumento da condutividade do impulso elétrico ndo é
proporcional ao aumento da dimensdo da amostra, pois a condutividade do impulso
elétrico aumentou em 51% para o Scf DP1UT e 54% para o Scf DP3UT em relacao
ao aumento de 1 cm? para 2 cm? de amostra. Esses resultados mostram que existe
um limite de condutividade do impulso elétrico para os materiais, porém na literatura
consultada nao foi avaliada a capacidade eletrocondutiva em amostras de diferentes
dimensdes o que dificulta a comparacao dos resultados.

A incorporacdo da PANI nos Scf laminar (D1UT e D3UT) permitiu que
ocorresse condutividade do impulso elétrico quando estas estavam em contato
com &gua ultrapura, conforme apresentado na Tabela 16. Esse resultado era
esperado, pois Scf formado por fibras poliméricas e polianilina permite a conducéo
de estimulo elétrico pela extenséo do dispositivo. Estudo realizado por Borriello et
al. (2011) demonstrou que o estimulo elétrico gerado por dispositivos biolégicos
favoreceu a diferenciacdo das células mesenquimais e cardiomidcitos
(BORRIELLO et al., 2011).

As células cardiacas sdo conectadas entre si pelas chamadas juncdes gap
que formam um canal adjacente que permite o fluxo de corrente elétrica gerada
pelos ions. Devido a essas conexfes o0 sinal elétrico € propagado para todo o
musculo cardiaco permitindo que ocorra a contracdo (sistole) e diastole cardiaca
(KAISER; COULOMBE, 2015). Um dos problemas apresentados apés o IAM é a

interrupgéo do sinal elétrico no musculo cardiaco, o desenvolvimento de Scf com
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potencial para conduzir os sinais elétricos tém sido produzidos com grafeno, 6xido
de grafeno, nanotubos de carbono e PANI (MAWAD et al., 2016).

Os resultados de conducdo elétrica apresentado pelos Scf laminares
contendo PANI (Tabela 16) sdo promissores para favorecer a propagacdo da
condutividade do impulso elétrico entre cardiomiocitos. Os Scf com capacidade
eletrocondutiva apresenta maiores taxas de proliferacdo de cardiomidcitos e
apresenta melhora da funcdo cardiaca apés o IAM (MAWAD et al., 2016). Os
valores obtidos neste estudo préximos aos resultados apresentados por Roberts-
Thomson et al (2009) a condutividade do miocardio variou de 1,6.10° S/cm e 5,5.10°
3 S/cm. Construcdes eletricamente ativas podem ter um efeito benéfico em tecidos
eletrorresistentes, como o0 cérebro, coracdo e sistema nervoso. PCs como a
polianilina, estdo sendo considerados como componentes desses construtos por
causa da sua natureza eletroativa. Outro experimento que corrobora para os Scf
obtidos neste estudo foi realizado in ex vivo por Mawad et al. (2016) onde foi
possivel observar que a natureza condutiva do patch tem um efeito imediato sobre a
eletrofisiologia do coracdo (MAWAD et al., 2016).

5.4.5 Propriedades fisiomecéanicas e médulo de elasticidade

Na Tabela 17 sdo apresentados os valores nominais e o tratamento
estatistico das propriedades fisiomecanicas de resisténcia ao alongamento,
perfuracéo, flexibilidade e médulo de elasticidade para os Scf D1UT, DP1UT, D3UT
e DP3UT.

Tabela 17 - Propriedades fisiomecénicas e elasticidade dos Scf laminares D1UT, DP1UT, D3UT e

DP3UT. (n=3).
Scaffolds AIorEIg\jlaSml;anto Perfuracdo (N s™) F|e>(<|£|2_q)ade Elasticidade (kPa)
D1UT 8,55+ 0,2% 7,66 +0,2% 2,80+0,1% 251,65+ 17,1%
DP1UT 11,28 + 0,4° 9,95 + 0,6° 3,07 £0,2% 244,72 + 18,44°
|
D3UT 10,79 £ 0,3° 16,37 + 0,3° 2,96 £ 0,2° 278,86 + 15,3%
DP3UT 21,68 +0,5° 18,19 + 0,7° 3,40 £0,3% 253,94 + 5,9°

Fonte: Elaboragao propria

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes
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A andlise dos resultados (Tabela 17) mostra que o Scf laminar contendo PANI
(DP1UT) apresentou maior resisténcia ao alongamento (10,28 + 0,6 N.s™) que o Scf
laminar sem PANI (D1UT) que apresentou resisténcia ao alongamento de 8,55 + 0,2
N.s™, sendo que os resultados sdo estatisticamente diferentes (p < 0,5). O mesmo
resultado foi observado para os Scfs D3UT (10,79 + 0,3 N.s™) e DP3UT (21,68 + 0,6
N.s™) (Tabela 17). A resisténcia ao alongamento esta relacionada a forca necessaria
para alongar o Scf até o ponto de ruptura das ligacdes entre as cadeias poliméricas.
Esta medida fornece a quantidade méxima de estresse (resisténcia ao esforco
longitudinal) que o material pode suportar antes de romper (STOPPEL et al., 2015)..
O aumento da resisténcia ao alongamento também foi observado por Azhar, Olad,
Salehi (2014) quando a PANI foi adicionada no hidrogel de quitosana e
nanoparticula de hidroxiapatatia, sendo que a resisténcia a elongacdo aumentou de
482 kPa para 1551 kPa (AZHAR; OLAD; SALEHI, 2014).

Na Tabela 17 é possivel observar ainda que a for¢ca necessaria para perfurar
foi menor (7,66 + 0,2 N.s™) para o Scf sem PANI (D1UT N.s™) e maior (9,95 * 0,6
N.s') para o Scf contendo PANI (DP1UT), sendo que os resultados s&o
estatisticamente diferentes (p < 0,5). O mesmo resultado foi observado para os Scf
D3UT (10,79 + 0,3 N.s™') e DP3UT (21,68 + 0,5 N.s™), sendo que os resultados s&o
estatisticamente diferentes (p < 0,05). Os ensaios de perfuracdo avaliam a
capacidade de resisténcia do material quando submetido a uma determinada tenséo
até que ocorra a ruptura das cadeias poliméricas. Como explicado anteriormente
esse aumento da resisténcia a perfuracdo é devido ao maior niumero de ligacdes
eletrostatica pela incorporacdo da PANI. A reticulacdo devido as ligacdes quimicas
ou fisicas entre as cadeias poliméricas modifica as propriedades mecanicas,
biolégicas e de degradacdo de hidrogeis (MOSHIRI et al., 2017). Em estudo
realizado por Azhar, Olad e Salehi (2014) a incorporagdo da PANI no hidrogel de
guitosana e nanoparticula de hidroxipatita aumentou a resisténcia a compressao de
3.501 MPa para 5.061 MPa.

Para os ensaios de flexibilidade (Tabela 17) os Scf contendo PANI
apresentaram um aumente na propriedade de flexibilidade das cadeias poliméricas.
Porém esse aumento € apenas numérico, ndo tendo diferenca estatistica
apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) entre esses Scfs. Os Scf sem PANI

nao apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) quando comparados aos Scf da
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mesma espessura contendo PANI. O ensaio de flexibilidade avalia a capacidade de
um material sofrer uma deformacdo, quando submetido a uma tensdo, sem que
ocorra a ruptura das cadeias poliméricas.

A andlise dos resultados descritos na Tabela 17 mostra que a resisténcia ao
alongamento, perfuragéo e flexibilidade dos Scf laminares aumentaram em funcgéo
da incorporacdo da PANI. Porém para o médulo de elasticidade isso ndo ocorreu.
Isso sugere que a interacdo intermolecular dos grupamentos amina (NH;) da PANI
com os grupamentos hidroxila (OH) do glicerol (Figura 32) aumentou 0 nimero de
ligacOes intermoleculares, conforme observado na banda referente a interagao
molecular NH-OH (3385 cm™) que corrobora com os resultados obtidos nos ensaios
resisténcia ao alongamento, perfuracéo e flexibilidade. Esses resultados confirmam
qgue o glicerol apresenta acéo reticulante para o ColTipol, QT e PANI como sugerido
na Tabela 17.

O aumento das propriedades mecanicas (resisténcia ao alongamento,
perfuracéo e flexibilidade) favorece o Scf para recuperacao funcional e regeneragao
do tecido cardiaco isquémico, pois a estrutura podera acompanhar o movimento de
contracdo do coracdo durante a sistole sem que ocorra ruptura da estrutura
(ANNAS; ZERANIS; ARLEY, 2010). Outra hip6tese para o aumento das
propriedades mecéanicas pode estar relacionado a diminuicdo do grau de porosidade
apresentado pelos Scf sem PANI e com PANI (Tabela 19), que sera discutido
posteriormente. Tan, Li e Chen observaram que a diminuicdo da porosidade e
aumento do tamanho dos poros resultou no aumento das propriedades mecéanicas
do Scf (TAN et al., 2011).

O desenvolvimento de Scf que proporcione porosidade combinada com
elasticidade e resisténcia fisiomecénicas adequadas ainda sdo parametros
desafiadores para a engenharia de tecido. Em particular as propriedades de
deformacéo (elasticidade) do tecido cardiaco sdo propriedades fundamentais para
beneficiar a regeneragdo do miocardio infartado (NEAL et al., 2013). A Tabela 17
mostra os valores nominais e o tratamento estatistico dos resultados do médulo de
elasticidade (modulo de Young). O modulo de Young ou o médulo de elasticidade é
um indicador da rigidez do filme, e quanto maior o médulo, mais rigido € o material
(STOPPEL et al., 2015).

A andlise dos resultados (Tabela 17) mostra que o Scf contendo PANI

(DP1UT) apresentou um modulo de elasticidade menor 244,12 + 16,7 kPa o que o
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Scf sem PANI (D1UT) que apresentou elasticidade de 251,65 = 17,9 kPa, no entanto
esses Scf ndo apresentam diferenca estatistica (p > 0,05). Para os Scf obtidos pelo
extensor de 3 mm a propriedade elastica foi menor (253,94 + 5,9 kPa) para o Scf
contendo PANI (DP3UT) quando comparado com o Scf sem PANI (D3UT) que
apresentou elasticidade de (278,76 = 15,9 kPa), no entanto esses Scf nao
apresentam diferenca estatistica (p > 0,05). Desta forma, a incorporacdo da PANI
nao interferiu no médulo de elasticidade dos Scf laminares D1UT e D3UT. Resultado
diferente foi obtido por Azhar, Olad e Salehi (2014) que obtiveram um aumento no
modulo de elasticidade de 15,78 MPa para 25,45 MPa ap0s a incorporagéo da PANI
no hidrogel de quitosana e nanohidroxiapatita.

A capacidade elastica apresentadas pelos Scfs apresentam resultados
adequados para serem utilizados na regeneracdo do tecido cardiaco e fora e a
incorporacao da PANI devido a ligacao intermolecular (crosslinking) com o glicerol
favoreceu a elasticidade do Scf. A estrutura altamente elasticas do miocardio sédo
responsaveis pela diastole e sistole cardiaca. Para tanto, a rigidez do ventriculo
esquerdo (VE) varia de 10-20 kPa durante a diastole e 200-500 kPa durante a
sistole. Além de influenciar as propriedades mecéanicas, a rigidez do material podera
afetar a ligacdo do fendtipo celular na estrutura porosa (KAISER; COULOMBE,
2015).

Outro estudo que colabora com os resultados de mdédulo de elasticidade
obtidos neste estudo é de Parl et al. (2010). Desenvolveram Scf elastoméricas
compostos por poly(glycerol-sebate) com mdédulo de elasticidade entre 200 e 250
kPa. ApoOs implantacédo in vivo apresentaram reducdo na apoptose celular e aumento
na expressao da proteina troponina | (PARK et al, 2012). Além disso, as
propriedades de rigidez (médulo de elasticidade) de Scf laminares na forma de patch
podem contribuir para limitar a remodelagéo do ventriculo esquerdo (VE), prevenir a
dilatacdo e reduzir a apoptose dos cardiomiécitos (TAKAHASHI; YAMAMOTO;
TABATA, 2005; SERPOOSHAN et al., 2013).

Os resultados dos valores nominais e o tratamento estatistico da forca
méxima (Fmax) (N.s™) necesséria separar os Scfs laminares D1UT, DP1UT, D3UT e

DP3UT do discos de mucina em funcéo do tempo sdo apresentados na Tabela 18.



104

Tabela 18 - A capacidade de mucoadeséo apresentadas pelos Scf laminares D1UT, DP1UT, D3UT e
DP3UT. (n=3)

Forca maxima (Fmax) para separacao (N) em funcéo do tempo

2,44 +0,2° 2,85+0,1° 2,65 +0,3°

2,48 £ 0,2° 2,86+ 0,1% 2,69 +0,1°

2,32+0,1° 2,88 +0,1° 2,62 +0,3°

2,91+0,3° 2,93 +0,1° 3,01 +0,1°

Fonte: Elaboracgéo propria

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes

A analise dos resultados (Tabela 18) mostra que a Fméax de adesao utilizada
para o tempo de 60s de contato dos Scfs com o disco de mucina foi maior para 0s
Scfs contendo PANI DP1UT e DP3UT, respectivamente, 2,48 + 0,2 N.s* 2,91 + 0,3
N.s™. No entanto a Fméax de adesdo do Scf DP3UT é estatisticamente diferente (p <
0,05) do Scf D3UT.

No tempo de 120s a Fmax de adeséao foi maior, numericamente maior, para
os Scfs contendo PANI DP1UT (2,86 + 0,1 N.s) e DP3UT (2,93 + 0,2 N.s™). No
entanto a Fmax de adesdo para os Scf com a mesma espessura ndo houve
diferenca estatistica (p > 0,05).

No tempo 180s, a Fmax de adesao foi, numericamente maior, para os Scfs
contendo PANI DP1UT (2,97 + 0,1 N.s™*) e DP3UT (3,01 + 0,1 N.s™). No entanto a
Fmax de adesédo para os Scf D1IUT e DP1UT sé&o estatisticamente diferentes
(p<0,5).

A andlise dos resultados mostra que a Fmax de adesdo dos Scf aumentou
apos a incorporacédo da PANI, para os Scf com espessura de 3 mm. A mucoadeséao
pode ocorrer por um ou mais mecanismos: por ligacdes de natureza eletrostatica ou
por ligacdes de hidrogénio, por intumescimento ou aumento da viscosidade ou por
difusdo onde ocorre a interpenetracéo das cadeias poliméricas (SUKNUNTHA et al.,
2011). O aumento progressivo da Fméax de adesédo em fun¢do do aumento do tempo
de contato de 60s para 180s. Esse resultado sugere o mecanismos de difuséo é o

responsavel pela mucoadesao dos Scf ao disco de mucina. Quando o material é
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colocado em contato com o muco ocorre & formacdo de ligacdes bioadesivas
semipermanentes devido ao desenrolamento e consequente interpenetracdo das
cadeias e entrelacamento fisico do polimero com as cadeias glicoproteicas do muco.
A forca de adesdo aumenta com o grau de penetracdo das ligacOes bioadesivas,
sendo que a forca maxima de ligacdo sera alcancada quando a profundidade de
penetracdo for igual para o polimero e a glicoproteina do muco (SUKNUNTHA et al.,
2011).

Vérios fatores estdo envolvidos na capacidade de mucoadesao dos polimeros
tais como a massa molar, a densidade das cadeias poliméricas,
mobilidade/flexibilidade das cadeias poliméricas, temperatura, gradiente de
concentracdo estabelecido, os respectivos coeficientes de difusdo e o grau de
crosslinking, sendo que um elevado grau diminuira a mobilidade do polimero, o que
causard uma menor penetragdo interfacial (FIGUEIRAS; CARVALHO; VEGA, 2007).
A incorporacdo da PANI aumentou o grau de reticulacdo das cadeias poliméricas
dos Scf DP1UT e DP3UT, como observado nos resultados obtidos pelos ensaios de
propriedades fisiomecanicas (Tabela 17) e pela diminuicdo da banda NH-OH
evidenciada na analise de FTIR (Figura 32). A PANI no estado de sal de
esmeraldina utilizada neste estudo apresenta grupamentos amina (NH) protonados o
que pode ter contribuido para aumentar a mucoadesao nos discos de mucina. Esses
resultados sugerem que podemos ter dois mecanismos de mucoadesao difusédo e

interpenetracdo das cadeias poliméricas.

5.4.6 Microtomografia computadorizada (uCt)

A Tabela 19 mostra a porosidade (%), volume de poros abertos (mm®), poros
fechados (%) e grau de anisotropia dos Scf laminares. O resultado da porosidade
dos Scfs laminares obtidos no extensor 1 mm realizados no UCT (Tabela 12) foi de
58,36% (DP1UT) e 62,38% (D1UT), o percentual de poros fechados variou entre
0,15% (D1UT) e 0,17% (DP1UT) e o grau de anisotropia foi maior para D1UT
(0,74755) e menor DP1UT (0,71519). Para os Scfs laminares obtidos no extensor 3
mm realizados no UCT (Tabela 12) a porosidade variou entre 67,81% (DP3UT) e
76,50% (D3UT), o percentual de poros fechados variou entre 0% (D3UT) e 0,15%
(DP3UT), o grau de anisotropia foi maior para D3UT (0,98732) e menor para DP3UT
(0,96910).
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Tabela 19 - Descri¢do da porosidade (%), poros fechados (%), volume de poros abertos (mm-3) e
grau de anisotropia dos Scf laminares D1UT, DP1UT, D3UT e DP3UT

Propriedades D1UT DP1UT ‘ D3UT ‘ DP3UT
Porosidade (%) 62,38 58,36 76,50 67,81
Volume de poros abertos (mm3) 6,02 3,95 2,82 6,6
Poros fechados (%) 0,15 0,17 0,00 0,15
Grau de anisotropia 0,74755 0,71519 0,98732 0,96910

Fonte: Elaboracéo propria

A analise dos resultados mostra que o percentual de porosidade diminui de
62,38% (D1UT) para 58,36% (DP1UT) e de 76,50% (D3UT) para 67,81% (DP3UT)
com a incorporacdo da PANI. Azhar, Olad e Salehi (2014) observaram que a
porosidade diminiu de 96% para 85% com a incorporagdo da PANI em Scf de
PDLLA. Estes resultados sugerem que a concentracdo do biomaterial influencia o
percentual de porosidade dos Scf. O aumento do tamanho dos poros e a
concentracdo do PDLLA resultou na diminuicdo do grau de porosidade e aumento
das propriedades mecanicas (TAN et al., 2011). O tamanho, distribuicdo dos poros e
grau de porosidade presente na estrutura do Scf sdo fatores criticos que determinam
a transferéncia de massa de oxigénio e nutrientes para favorecer o crescimento
vascular no interior do Scf. A interconectividade dos poros para o Scf € um

parametro de extrema importancia por mimetiza a rede microvascular
fisiologicamente organizada. A porosidade por sua vez proporciona uma grande area
de superficie que permite a fixacdo das células, proliferacédo celular na superficie dos
poros e promove o0 crescimento tecidual (RADISIC et al., 2006; KAISER,;
COULOMBE, 2015; KAISER; COULOMBE, 2015)

Todos os Scf apresentam grau de anisotropia, no entanto, os Scf com
espessura menor (D1UT e DP1UT) apresentam caracteristica isotropica e
anisotropica. O congelamento mais rapido dos Scf de menor espessura influencia a
o alinhamento do colageno, interferindo na formacao da estrutura anisotropica.

A obtencdo de estrutura anisotropica dos Scf laminares foi obtida pelo
processo de congelamento rapido -80°C. Christine et al. (2016) desenvolveram Scf
de caracteristica anisotrépica compostos por gelatina e fibroina da seda congelando

as dispersbes poliméricas com nitrogénio. Outro fator que contribuiu para a
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formacao da estrutura anisotrépica € que durante a preparacdo do Scf a disperséo
de ColTipol QT e PANI permaneceram sob refrigeracdo durante 24 h . A baixa
temperatura contribui para o processo de geleificacdo do colageno, formando
estruturas ordenadas e estabilizadas por ligacdes de Van der Waals e por ligacdes
de hidrogénio. Durante a geleificagdo as proteinas livres e desordenadas séo
alteradas para uma conformagédo helicoidal formando uma rede estruturada
(NEKLYUDOV, 2003). No entanto com a incorporacdo da PANI ocorreu uma
reducdo no grau de anisotropia (Tabela 19), como os grupamentos amina (NH) da
PANI realizada uma interacéo eletrostatica com os grupamentos hidroxila (OH) do
glicerol (Figura 32) pode ter ocorrido uma diminuicdo da interacdo dos grupamentos
NH do ColTipol com o grupamento OH do glicerol diminuindo a formacao das fibrilas
colagenosas. As alteracdes eletrostaticas podem aumentar ou diminuir o diametro
da fibrila de colageno, e consequentemente interferir na estrutura da proteina
(ACHILLI; MANTOVANI, 2010).

Os resultados obtidos mostram que os Scf laminares com e sem PANI
apresentam propriedades estruturais de porosidade e anisotropia adequadas para
serem aplicados na regeneracdo do tecido cardiaco, em especial o Scf laminar
D1UT e D3UT (Tabela 19).

5.4.7 Microscopia de varredura eletronica (MEV)

A Figura 33 (Paineis | — Il) mostra as imagens realizadas por microscopia de
varredura eletrénica (MEV) dos Scfs laminares D1UT e DP1UT (painel 1), D3UT e
DP3UT (painel Il). Vista lateral — com magnitude de 100x (A), 200 x (B) e 500 x (C).
E possivel observar em todas as imagens que ocorreu formacdo de estrutura porosa
tridimensional com poros distribuidos ao longo da estrutura do Scf. Esses resultados
sugerem que a incorporacdo da PANI ndo interferiu na formacdo de uma estrutura
porosa, apesar de ter diminuido o grau de porosidade (Tabela 19). No aumento de
500 x (Painéis I-Il) as imagens C apresentam profundidade nos poros evidenciando
a interconectividade entre os mesmos. A porosidade e interconectividade dos poros
apresentadas na Figura 33 e Tabela 19 € uma indicacdo de que a formulacdo é
adequada para obtencdo de Scf e que o método utilizado foi capaz de formar
estrutura porosa, além de apresentar caracteristica anisotropica, propriedade

necesséria para a acomodacdo adequada dos cardiomidcitos.
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Figura 33- Microscopia de varredura eletronica (MEV) dos Scfs laminares D1UT, DP1UT (painel 1),
D3UT e DP3UT (painel Il). Vista lateral — com magnitude de 100x (A), 200 x (B) e 500 x (C).

Fonte: Elaboragéo propria

A Tabela 20 mostra a variacdo no tamanho dos poros dos Scf D1UT, DP1UT,
D3UT e DP3UT, sendo que o Scf DP3UT apresentou poros com tamanho menor
(72,61 pm) e também maior tamanho de poros (133,27 m). No processo de
liofilizacdo o tamanho do poro € influenciado pela temperatura de congelamento das
dispersdes poliméricas. A medida que o gelo cresce, a fase sélida é empurrada para
fora do sistema continuo pelos cristais de gelo, ficando concentradas em areas entre
os cristais. Depois que o gelo é removido por sublimacdo, ocorre a formacao de
poros na regido que anteriormente existiam os cristais de gelo (CHRISTINE et al.,
2016).

O tamanho dos poros variou entre 72,61-113,19 um para D1UT, 88,01-
119,11 pm para DP1UT, 93,85-113, 76 pm para D3UT e 61,38-113,27 pum para
DP3UT. O tamanho dos poros pode ser dividido em nano tamanho (nano-
rugosidade, <100 nm), micro porosidade (micro-rugosidade, 100 nm-100 ym) e
macro-rugosidade (100 um) (Vagaska et al. 2010) . Diferentes tamanhos de poros
podem influenciar diferentes processos celulares: as membranas nanoparticulares
mostraram-se importantes para a formacao de fibras colagenas e MEC, enquanto os
macroporos desempenham um papel importante na semeadura, distribuicéo,
migracao e posterior neovasculariza¢ao in vivo (BRUZAUSKAIT et al., 2016). Como

0 processo de formagédo dos poros é influenciado pela técnica de preparacdo do Scf,
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neste estudo foi utilizado o processo de liofilizagdo para obtencdo da estrutura
porosa 3D. Durante o congelamento de hidrogeis ocorre a formacdo aleatdria de
cristais de gelo o que justifica diferentes tamanhos de poros. No entanto, o
congelamento rapido procura formar estruturas mais padronizadas e diminuir a
polidispersidade do tamanho dos poros (CHRISTINE et al., 2016).

Tabela 20 - Variacdo do tamanho dos poros dos Scf D1UT, DP1UT, D3UT e DP3UT

D1UT (um) DP1UT (um) D3UT (um) DP3UT (um)

72,61 -113,19 88,01 -119,11 93,85 -113,76 61,38 — 133,27

Fonte: Elaboracgéo propria

O tamanho dos poros apresentados pelos Scf D1UT, DP1UT, D3UC e DP3UT
sdo promissores para favorecer a angiogénese tecidual e regeneracdo do tecido
cardiaco. Poros com tamanho de 40 um resultaram em maior densidade de vasos
ocasionando a fibrose do local. Em estudo in vivo, o tamanho de poros > 250 um
favoreceu a angiogénese, dando origem a um ndmero maior de microvasos
(DRUECKE et al., 2004)

5.4.8 Capacidade de Intumescimento

A Figura 34 mostra a relacdo do volume de meio absorvido (puL/mg) em
funcdo do tempo. O ensaio de intumescimento foi realizado em PBS pH 7,4 durante
840 min. Os resultados mostram que o equilibrio hidrofilico dos Scf D1IUT e DP1UT
(painel A) foi alcancado em 720 min. O equilibrio hidrofilico dos Scfs D3UT e DP3UT
em 840 min (painel B) foi alcancado em 780 min. No tempo de saturacdo de cada
Scf a capacidade de intumescimento dos Scf obedeceu a seguinte ordem D3UT =
D1UT < D3UT < DP3UT, apresentando os percentuais de absorcédo 235%, 233%,

220°% e 204%, respectivamente.
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Figura 34 - Capacidade de Intumescimento dos Scf laminares D1UT - DP1UT (A), D3UT — DP3UT (B)
em PBS pH 7,4. (n=3)
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Fonte: Elaboragéo Propria

A analise dos resultados mostra que a incorporacdo da PANI nao interferiu no
equilibrio hidrofilico dos Scfs utilizados como base para incorporacdo da PANI
(D1UT e D3UT). No entanto, a capacidade de intumescimento foi maior para os Scf
sem PANI (D1UT e D3UT) comparadas aos Scf com PANI (DP1UT e DP3UT),
porém nao apresentam diferenca estatistica (p<0,5). Os resultados obtidos neste
estudo diferenciam dos obtidos por Azhar, Olad e Salehi (2014) que observaram que
a incorporacao da PANI em Scf de quitosana-gelatina e nanohidroxiapatita diminuiu
a capacidade de intumescimento desses Scf. No entanto esses autores sugerem
gue a capacidade de absorcéo de agua no Scf pode ser controlada utilizando outros
materiais e com diferentes concentra¢cdes dos componentes na formulagéo.

Quando comparamos a capacidade de intumescimento entre os Scf que
possuem a mesma espessura, D1IUT-DP1UT e D3UT-DP3UT (Figura 34 — Paineis A
e B), os perfis de intumescimento eram semelhantes e estatisticamente iguais
(p>0,05). No entanto ao compararmos a capacidade de intumescimento dos Scfs
compostos pela mesma formulacdo, porém com espessuras diferentes, D1UT-D3UT
e DP1UT-DP3UT, a capacidade de intumescimento ndo foram semelhantes em
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valores nominais e também séo estatisticamente diferentes (p<0,05). Isso pode ter
ocorrido porque o intumescimento gradual permite alterar o arranjo espacial do Scf
aumentando o seu volume, a menor espessura pode ter se desestabilizado durante
o intumescimento. No entanto, o processo de intumescimento é limitado pelas
ligacBes inter e intramoleculares, pela rigidez intrinseca do polimero e pela
espessura do filme polimérico (SRIAMORNSAK; KENNEDY, 2008).

A Figura 35 (painel A-D) mostra a curva de In Q vs In (t). Os Scfs D1UT,
DP1UT, D3UT e DP3UT apresentam, respectivamente, 0s seguintes valores de n
0,46533, 0,45703, 0,57591 e 0,56005 e R? 0,9849, 0,97919, 0,99009 e 0,97753.

Figura 35 — Cinética de Intumescimento em PBS pH 7,4 dos Scf laminares D1UT (A), DP1UT (B),
D3UT (C) e DP3UT (D)
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Fonte: Elaboragéo propria

As curvas de In Q vs In t mostram um comportamento de intumescimento
lento até atingir o ponto de equilibrio hidrofilico. Os valores de n para os Scfs

laminares D1UT e DP1UT mostram que a difusdo do solvente corresponde por
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difusdo Fickiana. De acordo com a lei de Fick, haverd uma diferenca na
concentracdo desses ions de um lado para outro. A forca exercida pelo campo
elétrico formado na membrana direcionara os ions na direcdo oposta ao meio de
menor concentracdo e a difusdo do solvente ocorrera até que o equilibrio do fluxo
total dos ions através da membrana seja zero (KIPCAK et al., 2014). Os valores de n
para os Scfs laminares mais espesso (D3UT e DP3UT) mostraram que a difuséo do
solvente ocorreu por transporte anémalo. No caso de transporte andémalo, o
processo de difusdo é governado ao mesmo tempo pela difusdo do solvente e pelo
relaxamento das cadeias matriciais tridimensionais (DANYUO et al., 2019). No
entanto, o relaxamento das cadeias matriciais tridimensionais depende da
mobilidade intramolecular e intermolecular, bem como da rigidez e espessura do
filme polimérico (SIONKOWSKA; KACZMAREK; LEWANDOWSKA, 2014). Os
resultados apresentados na Figura 34 e 35 (Paineis A-D) mostram que a
concentragdo de ColTypol e QT influencia na capacidade de intumescimento dos

Scfs e a espessura ho comportamento de difuséo.

5.4.9 Desintegracéo in vitro pelo método de imerséo

A Figura 36 mostra o perfil de desintegracdo dos Scf D1IUT-DP1UT (Painel A)
e D3UT-DP3UT (Painel B).
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Figura 36 - Perfil de desintegracéo dos Scf laminares D1UT, DP1UT (A), D3UT e DP3UT (B) em PBS
pH 7,4
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Fonte: Elaboracgéo propria

A analise dos resultados mostra que o perfil de desintegracdo dos Scf
apresentou comportamento linear no decorrer dos 60 dias de andlise. A perda de
massa foi maior para os Scf sem PANI D1UT (72,4%) e D3UT (71,6%) e menor para
os Scf DP1UT (67,0%) e DP3UT (63,4%). No entanto, os Scf D1UT e DP1UT séo
estatisticamente iguais (p<0,5). Esses resultados demonstram que a incorporacéo
da PANI nos Scf D1UT e D3UT diminuiu a taxa de degradacdo dos Scf. Os
polimeros biodegradaveis contém ligacdes hidrolisaveis, desta forma, o mecanismo
de degradacao (desintegracdo) quimica ocorre por hidrolise ou hidrdlise catalisada
por enzimas. Os polimeros hidrofilicos, como a QT e ColtTipol, por absorverem
grande quantidade de agua favorecendo o aumento da taxa de degradacao
(GIJPFERICH, 1996). A maior taxa de degradacdo apresentada pelos Scf D1UT e
D3UT esta relacionada a capacidade hidrofilica dos biomateriais que compdem

esses Scf e os resultados apresentados pela capacidade de intumescimento (Figura
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33) corroboram com esse resultado. Outro fator que pode ter contribuido para
diminuir a taxa de degradacédo dos Scf contendo PANI (DP1UT e DP3UT) é que a
incorporacdo da PANI aumentou o grau de reticulacdo das cadeias poliméricas dos
Scf DP1UT e DP3UT (Figura 17), como observado nos resultados obtidos pelos
ensaios de propriedades fisiomecéanicas (Tabela 71) e pela diminuicdo da banda NH-
OH evidenciada na analise de FTIR (Figura 31). A taxa de desintegracdo de um Scf
polimero é dependente do peso molecular, estrutura quimica, ligacées hidroliticas
estaveis, ligacdes cruzadas, Tg e grau de cristalinidade (HANANI; SHAHITHA,
HUSSAIN, 2014; HATAMZADEH et al., 2016).

Os Scf ap6s os ensaios de desintegracao apresentaram perda de massa,
porém a estrutura fisica se manteve integra. Esses resultados sugerem que o
mecanismo de desintegracdo do Scf ocorreu por erosdo da estrutura. Polimeros que
sofrem erosdo mantém o tamanho constante e geometria estrutural por um periodo
consideravel durante a sua aplicacdo (GIJPFERICH, 1996). Os estudos de
desintegracéo in vitro € uma analise importante para avaliar o comportamento do Scf
laminar in vivo, mimetizando as condi¢cdes fisiolégicas que a estrutura sera
submetida. Os resultados obtidos no ensaio de desintegracdo evidenciaram que
integridade estrutural se manteve durante os 60 dias de andlise, esses resultados
irdo beneficiar as propriedades mecéanicas funcionais necessarias para a
regeneracao do tecido cardiaco. Estudos realizados por Cui, Baofeng e Ren Ke
demonstraram que a implantacdo de hidrogel de alginato foi completamente
absorvido ap6s 6 semanas de aplicacdo, e, favoreceu reforco na leséo cicatricial,
atenuando a dilatacdo cardiaca apés 60 dias da ocorréncia do IAM (CUI; YANG; LI,
2016).

A taxa de desintegracdo do Scf deve ser compativel com o tempo necessario
para regeneracdo do novo tecido e restabelecimento das funcdes fisiol6gicas e
anatomicas do tecido nativo. Quando o processo de desintegragao ultrapassar o
tempo de restauracdo tecidual, ocorrerd o aparecimento de uma resposta
inflamatoria indesejavel, comprometendo a estrutura e as fung¢des biologicas do
tecido recém formado (PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010; LU et al.,
2011). E importante ressaltar que os produtos de degradacdo do Scf devem ser
atoxicos, facilmente absorvidos ou excretados pelas vias metabodlicas (TABATA,
2009).
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6 CONCLUSAO

As microesferas produzidas pela técnica de geleificacdo ionotropica
mostraram diametro adequado para serem injetados com agulha (0,23x4mm) na
regido anterior a lesdo isquémica. Os poros que serdo formados pelo Scf
microparticulado poderdo disponibilizar uma area de superficie adequada para
proliferacdo celular, penetragéo de nutrientes e eliminacdo de metabdlitos.

A temperatura de congelamento a -80°C das dispersbes poliméricas
favoreceu as propriedades mecanicas, formacdo da porosidade e tamanho dos
poros compativeis para proliferacdo dos cardiomidcitos.

A capacidade condutiva da PANI favorecera a conducao do impulso elétrico
entre as microesferas e através do Scf laminar.

Os biomateriais selecionados para a producdo da lamina Scf foram misciveis
de acordo com os resultados obtidos no ensaio FTIR, mostrando que uma nova
formacao de compaésitos nao ocorreu.

O uso de glicerol como agente de reticulacdo de ColTipol-CH e PANI
favoreceu as propriedades fisiomecéanicas e foi eficiente em manter a estrutura
integrada 60 dias ap0s a imersao em PBS (pH 7,4). A técnica de obtencédo de Scf
por extensao permite a formacédo de laminar Scf, com espessura controlada pela
taxa de fluxo dos polimeros.

Os laminares ColTipol-CH-PANI apresentaram propriedades fisioldgicas,
porcentagem de porosidade, grau de anisotropia e capacidade de conduzir impulsos
elétricos, sendo adequados para a regeneracdo de tecido cardiaco afetado por
isquemia apos IAM.

Os Scf obtidos mostraram resultados promissores para serem utilizados na
regeneracao e recuperacao funcional do miocéardio apés ser afetado por processo de

isquemia prolongada.
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