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RESUMO

INTRODUGCAO: As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte ap6s lesoes
causadas pelo infarto do miocardio. Assim, alternativas terapéuticas que visem a recuperagdo
funcional do tecido cardiaco, tem sido amplamente estudadas. OBJETIVO: O objetivo desse
estudo foi desenvolver, caracterizar e avaliar scaffold funcionalizado com cristal liquido
liotrépico (CLL) para promover condutividade do impulso elétrico no tecido cardiaco, apés
lesBes causadas por infarto do miocardio. METODOS: A obtencdo do scaffold
funcionalizado incluem: (i) obtencdo das formulagbes de CLL, usando monoleina (Myverol
18-92 ou Myverol 18-99) como fase oleosa, agua ultrapura como fase aquosa e Poloxamer
407® como hidrétropo; (ii) fabricacdo de scaffold acelular usando colageno tipo I, acido
hialuronico, fibroina da seda, Poloxamer 407® e agentes reticulantes, e (iii) a obtencdo do
scaffold funcionalizado pela incorporagdo das formulagbes de CLL no scaffold acelular
(Scaffold-CLL). O Scaffold-CLL foi caracterizado por propriedades mecanicas, estudo de
intumescimento, desintegracdo e condutividade elétrica, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), microtomografia
computadorizada tridimensional (UCT) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
RESULTADOS: A técnica de compressdo plastica aplicada permitiu obter scaffold
funcionalizado com CLL com resisténcia mecéanica adequada. A capacidade de
intumescimento e perfil de desintegracdo foram influenciados pela composicdo e grau de
reticulacdo das formulagcbes. O scaffold-CLL apresenta propriedade semicondutora, com
potencial de aplicacdo no tecido cardiaco lesionado que pode influenciar na conducéo e
propagacao de estimulo mioelétrico. O FTIR e DSC indicaram, respectivamente, que houve
interacdo quimica e mistura miscivel entre os componentes das formulagbes. A uCT e MEV
confirmaram, respectivamente, a orientacdo anisotropica e formacdo estrutural dos poros.
CONCLUSAO: Os Scaffold-CLL obtidos sio matrizes tridimensionais porosas, com
orientacdo anisotropica e propriedade semicondutora, com possibilidade de atuar como
suporte temporario e influenciar positivamente na recuperacdo funcional do tecido cardiaco,

apos lesdes causadas por infarto do miocardio.

Palavras-chave: Infarto do miocardio; Engenharia de tecidos; Scaffold acelular; Sistema

biomimeético; Cristal liquido liotropico.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Cardiovascular diseases are the main causes of death after injuries
caused by myocardial infarction. Thereby, therapeutic alternatives aimed at the functional
recovery of cardiac tissue have been widely studied. OBJECTIVE: The aim of this study
was to develop, characterize and evaluate functionalized scaffold with lyotropic liquid crystal
(LLC) to promote conductivity of the electrical impulse and application to cardiac tissue, after
injuries caused by myocardial infarction. METHODS: Obtaining functionalized scaffold
include: (i) obtaining LLC formulations, using monoolein (Myverol 18-92® or Myverol 18-
99®) as oil phase, ultrapure water as aqueous phase and Poloxamer 407® as hydrotrope; (ii)
making acellular scaffold using type I collagen, hyaluronic acid, silk fibroin, Poloxamer 407®
and crosslinking agents, and (iii) obtaining functionalized scaffold by incorporating LLC
formulations into the acellular scaffold (Scaffold-LLC). The Scaffold-LLC was characterized
by mechanical properties, study of swelling, disintegration and electrical conductivity, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), three-
dimensional computed microtomography (UCT) and scanning electron microscopy (SEM).
RESULTS: Applied plastic compression technique allowed to obtain functionalized scaffold
with LLC with adequate mechanical resistance. The swelling capacity and disintegration
profile were influenced by composition and degree of crosslinking of formulations. The
scaffold-LLC has semiconductor properties, with potential to application to injured cardiac
tissue that may influence the conduction and propagation of myoelectric stimuli. The FTIR
and DSC indicated, respectively, that there was chemical interaction and miscible mixture
between the components of formulations. The uCT and SEM confirmed, respectively,
anisotropic orientation and structural pores formation. CONCLUSION: The Scaffold-LLC
obtained are three-dimensional porous matrices, with anisotropic orientation and
semiconductor property, with possibility of act as temporary support and positively
influencing the functional recovery of cardiac tissue, after injuries caused by myocardial

infarction.

Keywords: Myocardial infarction; Tissue engineering; Acellular scaffold; Biomimetic

systems; Lyotropic liquid crystal.
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1 INTRODUCAO

O cristal liquido liotropico (CLL) é considerado como sistema biomimético, que pode
se apresentar em diferentes arquiteturas formadas pela auto-organizacao dos lipidios em meio
aquoso. Essa auto-organizacdo € dependente do equilibrio entre as forcas intermoleculares,
que promove uma estrutura espacialmente regular, e sua estabilidade fisica dependente do
equilibrio entre as fases aquosa e lipidica.

Qualquer alteracdo do equilibrio em funcdo do pH, temperatura ou taxa de
concentracdo, pode influenciar ou interromper a forma de ordenamento do CLL, e esse
ordenamento pode originar trés diferentes tipos de morfologias, descritas como lamelar ou
cruz de malta (La), hexagonal (Hi-Hz) ou cubica (V1-V2). Essas duas Gltimas morfologias
(hexagonal e cubica) também pode apresentar uma auto-organizagdo classificada como fase
reversa.

As propriedades comumente descritas para CLL sdo viscoelasticidade, estabilidade
termodindmica, potencial de liberacdo de farmacos (hidrofilico e lipofilico) e capacidade de
conducdo de estimulos elétricos. Essas caracteristicas do CLL séo relevantes para
funcionalizar o scaffold acelular, com projecdo de aplicacdo na recuperacdo funcional do
tecido cardiaco lesionado pos-infarto do miocéardio.

O scaffold funcionalizado com CLL (Scaffold-CLL) pode ser utilizado como estratégia
promissora, para viabilizar a recuperacdo tecidual e funcional de éareas lesionadas a nivel
celular. O Scaffold-CLL foi composto por biomateriais, que mimetizem o0s principais
componentes da matriz extracelular (MEC) e associado com CLL. Essa associagdo visa atuar
sinergicamente, entre as caracteristicas proprias do scaffold e a propriedade de condutividade
de estimulos elétricos do CLL.

Neste estudo, o Scaffold-CLL foi desenvolvido pela (i) obtencdo de CLL, usando
monoleina (Myverol 18-92 ou Myverol 18-99) como fase oleosa, dgua ultrapura como fase
aquosa e poloxamer 407® (P407) como hidrétropo; (ii) obtencdo de scaffold acelular, usando
colageno tipo I, acido hialurénico, fibroina da seda, P407 e agentes reticulantes, e por fim
promover a (iii) associacdo entre scaffold acelular e CLL, formando o scaffold funcionalizado
(Scaffold-CLL).

O presente trabalho foi elaborado em forma de capitulos e inclui o Capitulo I que
aborda uma reviséo bibliografica sobre o tema central desse trabalho, apresentando um estudo
do estado geral das doengas cardiovasculares, infarto do miocardio, recuperagdo do tecido

cardiaco, CLL, scaffold acelular e componentes usados para compor as formulagdes.
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O Capitulo 1l descreve sobre obtencdo de CLL e caracterizacdo por avaliagcdo
morfologica, estudo de estabilidade termodindmica e fisico-quimica. O desenvolvimento de
CLL foi baseado em diagrama ternario de fases, obtendo uma superficie de resposta para
auxiliar na selecao das melhores formulagdes precursoras de CLL.

O Capitulo 111 descreve sobre estudo da influéncia do &cido hialurénico no scaffold
acelular obtido por compressdo plastica e avaliados por propriedades fisico-quimica,
mecanica e morfoldgica. O scaffold acelular desenvolvido foi caracterizado como matriz
tridimensional porosa com orientacéo anisotropica.

O Capitulo IV descreve a otimizagdo do scaffold acelular obtido por compressdo
plastica caracterizado por avaliacdo fisico-quimica, propriedades mecéanicas, estudo de
intumescimento, estudo de desintegracdo e avaliagdo morfologica. Neste capitulo, a
formulacdo previamente selecionada (Capitulo I11) foi otimizada pelo (i) aumento da
concentracdo de fibroina e (ii) adicdo dos agentes reticulantes (polifendis isolados do suco da
roma ou difenil fosforil azida).

O Capitulo V compreende sobre estudo de scaffold funcionalizado com CLL
(Scaffold-CLL) para aplicacdo no tecido cardiaco lesionado pdés-infarto do miocardio.
Scaffold-CLL é uma matriz tridimensional porosa, com orientacdo anisotrépica e propriedade
semicondutora. As propriedades mecéanicas, estudo de intumescimento e desintegragdo foram

influenciados pela composicéao e grau de reticulagdo das amostras do Scaffold-CLL.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar scaffold funcionalizado com cristal liquido
liotropico com perspectiva para aplicagdo no tecido cardiaco lesionado pos-infarto do

miocardio.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver, avaliar e selecionar formulagdes de cristal liquido liotrépico;
Desenvolver, avaliar e selecionar formulag6es de scaffold acelular;

Preparar scaffold acelular funcionalizado com cristal liquido liotropico;

Avaliar as propriedades mecanicas do scaffold funcionalizado;

Avaliar as caracteristicas fisico-quimica e morfoldgica do scaffold funcionalizado;
Avaliar a condutividade elétrica do scaffold funcionalizado;

vV V.V V V VYV V

Avaliar o perfil de intumescimento e desintegracdo do scaffold funcionalizado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares ou cardiomiopatias sdo definidas como grupo de doengas
cardiacas e/ou de vasos sanguineos. Essas doencas sdo consideradas as principais causas de
morbidade e mortalidade, com estimativa de 17,9 milhGes de mortes por ano, representando
31% de todas as mortes. Dessas mortes 85% sdo causadas por infarto do miocardio (IM) ou
derrame pericardico. Geralmente, as cardiomiopatias estdo associadas pela disfuncéo
mecanica ou elétrica que exibe hipertrofia ventricular inapropriada ou dilatacdo (BENJAMIN
etal., 2017; WHO, 2017).

O coragdo é um 6rgdo complexo, que possui fungcdo de bombeamento sanguineo para
todos tecidos do corpo. Esse 6rgdo € composto por cardiomidcitos (células musculares
cardiacas), células musculares lisas, fibroblastos, vasos sanguineos, nervos e componentes da
matriz extracelular (MEC) (intersticio cardiaco e colageno) organizados e estruturados de
modo especifico. O comportamento e arranjo das células cardiacas influenciam diretamente
na funcdo mecénica e elétrica do coracdo, e qualquer alteracdo pode acarretar em
desequilibrio de suas funcdes nativas (KIERSZENBAUM; TRES, 2012; WALKER,;
SPINALE, 1999).

O tecido cardiaco é formado por trés camadas, sendo (i) endocardio, composto por um
revestimento endotelial e tecido conjuntivo subendotelial; (ii) miocardio, que é formado por
trés tipos de musculo cardiaco, sendo masculo atrial, musculo ventricular e fibras musculares
condutoras; e (iii) epicardio, revestido por um mesotélio voltado para o espaco pericardico
seroso, formando uma camada visceral do pericardio (KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

O mausculo cardiaco é formado por células cilindricas e ramificadas (10-20 um de
didmetro e 80-100 um de comprimento), com nucleo centralizado e ligados por discos
intercalares. Esses discos intercalares sao complexos juncionais, que promovem unido
intercelular nas fibras musculares, impedindo sua separacéo e a juncdo comunicante permite a
passagem de ions entre as células, conduzindo uma rapida propagacédo de despolarizacdo da
membrana e sincronizagdo da contracdo celular (MONTANARI, 2016). Essa organizagao
estrutural e disposi¢cdo do musculo estriado cardiaco € apresentada em corte histologico na

Figura 1.
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Figura 1 - Corte histoldgico do musculo estriado cardiaco
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Nota: Corte histolégico longitudinal do musculo estriado cardiaco corado em HE, com magnificagcdo em 550x.
Fonte: Adaptacéo de Montanari, (2016).

O miocérdio responde por estimulos pela despolarizacdo da membrana, a qual é
seguida pelo encurtamento dos elementos contrateis, terminando com relaxamento e retorno
ao estado de repouso. As células cardiacas sdo interconectadas em grupos que respondem ao
estimulo como unidade, se contraindo juntas quando uma Unica célula é estimulada. A
contracdo das células cardiacas esta diretamente relacionada com a concentracdo de célcio
livre (ndo ligado) no citosol (RAMTREZ-RAMiREZ, 2009; FINKEL; CUBEDDU; CLARK,
2010).

As células cardiacas sdo eletricamente excitaveis, com ritmo intrinseco, espontaneo e
de longo potencial de acdo que séo divididos em quatro fases como (i) repolarizacdo parcial;
(ii) platd que ocorre quando os canais de calcio (Ca®") apresentam uma corrente lenta para
interior (despolarizacdo), causando equilibrio na saida de potassio (K*) (polarizacdo); (iii)
repolarizacdo; e (iv) corrente espontanea que promove aumento da despolarizacédo, resultando
no aumento gradual da permeabilidade de Na*, e por isso, leva a célula ao limiar de um novo
potencial de acdo (FINKEL; CUBEDDU; CLARK, 2010). Essa atuacdo dos ions durante a

contracdo muscular cardiaca esta representada esquematicamente na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo esquematica da a¢éo dos ions durante a contragdo muscular cardiaca

Troca

; 24+
Canais lento de Ca’ Na*/Ca?* Na*/K*-ATPase

|I| Ca? Ca?* Na* Na* K* El
RS i T N T 7
,,,,, Ennenri,

Reserva de Ca?* [1] A entrada de Ca” proveniente do lado externo da célula

(reticulo sarcoplasmatico) dispara a liberagdo de maior quantidade de Ca?* do reticulo
Q sarcoplasmatico;

[2] A concentragio aumentada de Ca’ inicia o processo

f Ca?*livre IZI contrétil;
[3] O Ca* é removido por recaptagio para o reticulo
] [——] sarcoplasmadtico e por extrusdo da célula pela troca entre
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Fonte: Adaptacdo de Finkel; Cubeddu; Clark, (2010).
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O processo de contracdo muscular do tecido cardiaco pode ser dificultado ou
interrompido quando ocorre alguma disfuncdo cardiaca como IM, descrito como doenca
cardiaca que causa morte celular (cardiomidcitos) e formacdo de cicatriz cardiaca. O IM
ocorre devido obstrucdo da artéria coronaria, decorrente de isquemia prolongada na area
infartada do musculo cardiaco. Essa obstrucdo limita o fornecimento de sangue, causando
hipoxia e falta de nutrientes (CHAUD et al., 2017; SVYSTONYUK; MEWHORT; FEDAK,
2018). Na Figura 3 é apresentada a imagem ilustrativa do coracdo e tecido cardiaco em corte

histologico pos-1M.

Figura 3 - Imagem ilustrativa do corag@o e miocardio em corte histoldgico longitudinal pés-1M
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Fonte: Imagens adaptadas e disponiveis em <https://www.mdsaude.com/cardiologia/infarto-fulminante/> e
<http://anatpat.unicamp.br/lamdc9.html> Acesso em 30/03/2021.

O IM causa insuficiéncia de transporte sanguineo para o tecido, levando a
remodelacdo ventricular, fibrose, necrose ou causando insuficiéncia cardiaca que pode
resultar em problemas cardiacos com disfuncBes parciais ou totais (RODRIGUES et al.,
2018). Quando ocorre IM, ha formacdo de cicatriz que substitui o tecido contratil, que por sua
vez, nao contribui para funcdo de bombeamento cardiaco, ndo sendo mecanicamente
funcional e prejudicando a qualidade e tempo de vida, decorrente a falha e insuficiéncia
cardiaca (SVYSTONYUK; MEWHORT; FEDAK, 2018).

O coragcdo com insuficiéncia cardiaca desenvolve trés principais mecanismos
compensatérios, sendo: (i) aumento da atividade simpatica, que resulta em aumento da
frequéncia e forgca de contracdo cardiaca; (ii) ativacdo do sistema renina-angiotensina, que
causa aumento do volume sanguineo, levando ao aumento da pressdo venosa; e (iii)
hipertrofia miocardica, que causa aumento do tamanho e espessura do tecido cardiaco,
ocorrendo uma diminuicdo da capacidade de relaxamento (FINKEL; CUBEDDU; CLARK,
2010).


http://anatpat.unicamp.br/lamdc9.html
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De acordo com CHAUD et al., (2017) nenhuma terapia descrita na literatura possui
capacidade de impedir o avan¢o da fibrose cardiaca pos-1M, que visem preservar as funcbes
cardiacas e atuando na prevencdo da insuficiéncia cardiaca. Diante dessa condicdo, alguns
gerenciamentos clinicos sdo comumente utilizados como terapia medicamentosa, terapia
trombolitica, intervencdo coronéria percutanea e cirurgia de revascularizacdo miocérdica,
podendo auxiliar na sobrevivéncia de cerca de 85% dos pacientes no primeiro ataque
cardiaco, mas tendo uma taxa de sobrevivéncia de 50% (BENJAMIN et al., 2017;
HASHIMOTO; OLSON; BASSEL-DUBY, 2018).

Por isso existe uma necessidade clinica de implementar novas terapias e estratégias,
que visem a melhoria nas respostas deletérias pds-IM, que leva a insuficiéncia cardiaca,
remodelacdo, arritmias e disfuncdo diastélica (FRANTZ; BAUERSACHS; ERTL, 2009).
Apesar dos riscos, 0 tratamento mais recorrente no caso de insuficiéncia cardiaca tem sido o
transplante cardiaco. Contudo, apesar da habilidade regenerativa restrita dos cardiomiécitos
p6s-IM, alguns estudos na &rea da medicina regenerativa vem se destacando, como uma
estratégia promissora na melhoria e recuperacdo funcional cardiaca (MANGINI et al., 2015;
TAYLOR; PARIKH; SAMPAIO, 2017; RODRIGUES et al., 2018).

Com os avancos e inovagdes vem sendo estudado, terapias celulares e acelulares para
recuperacdo tecidual e funcional cardiaca. As terapias baseadas em células seguem dois
modelos, sendo (i) cardiomioplastia e (ii) geracdo de um segmento cardiaco funcional para
implantacdo sobre ou no coracdo (WENDEL et al., 2015). Outro modelo de estudo em
expansdo estd baseado na terapia acelular que utiliza scaffold acelular. Essa estratégia é
fundamentada no efeito funcional do scaffold projetado criteriosamente, com base nos
principais constituintes da MEC cardiaca (SEIF-NARAGHI et al., 2013; SINGELYN et al.,
2009).

3.2 Recuperacdo do tecido cardiaco

O corpo humano € um sistema complexo e tem uma area superficial muito grande, na
qual a multiplicidade de interacGes baseadas em células, contribui para viabilidade e fungéo
de suas partes. A complexidade €, obviamente, a criacdo de um microambiente que favoreca
as interagdes entre as células (interacdo alvo-celular) para propagacdo e compartilhamento de
informacdes importantes, levando detalhes complexos que foram criteriosamente planejados
(GUPTA et al., 2016).
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O tecido cardiaco, mais especificamente o miocardio, tem apresentado uma
incapacidade de auto renovacdo apds lesdes agudas, contudo existem estudos imuno-
histoquimico que identificaram células-tronco ou progenitoras especificas do tecido cardiaco,
que sao capazes de diferenciacdo celular especifica de cardiomidcitos in vitro. Por isso, apesar
do coragédo apresentar uma capacidade regenerativa limitada, a presenga de populagdes de
células progenitoras enddgenas e exdgenas podem permitir e mediar um processo de reparo
tecidual, porém, esse mecanismo ainda nao foi totalmente elucidado (LIAO et al., 2008).

Dessa forma, hd um crescente interesse em desenvolver novas abordagens para o
tratamento p6s-IM. A engenharia cardiovascular € considerada como alternativa promissora,
para restaurar de modo estrutural e funcional o miocéardio adulto infartado, através da
aplicacdo de uma matriz bioldgica tridimensional porosa, denominada como scaffold podendo
ser aplicada sobre ou no interior do tecido lesionado (SERPOOSHAN; WU, 2014).

Algumas abordagens para o tratamento de fibrose cardiaca tém sido propostas e
exploradas, tais como liberacdo sistémica e alvo-especifico de antifibréticos e aplicacdo de
transplantes semipermanentes compostos por biomateriais funcionalizados. Esses transplantes
semipermanentes podem atuar localizados a células progenitoras, visando controlar a fibrose
cardiaca, e como resultado minimizar o estresse da parede ventricular e 0 processo
inflamatorio. Com isso, a selecdo dos biomateriais com propriedades fisicas, quimicas,
mecanicas e semicondutora € considerado um fator critico na diminuicdo do estresse da
parede ventricular e processo inflamatorio, causado pela fibrose cardiaca (CHAUD et al.,
2017).

Esses biomateriais devem promover elasticidade e rigidez correspondente ao tecido
cardiaco. A desintegracdo desse material deve ocorrer de maneira lenta e simultanea, para
facilitar e viabilizar a interpenetracdo das células do tecido circundante na area lesionada, e
atenuar a fibrose cardiaca. Portanto, o desenvolvimento de novas abordagens translacionais
para melhorar a eficacia terapéutica, é essencial para promover terapias de antifibrose
cardiaca (ARNAL-PASTOR et al., 2013; CHAUD et al., 2017).

3.3 Scaffolds

No tecido nativo, o crescimento celular e desenvolvimento estrutural é suportado pela
MEC, que auxilia consistentemente na coordenacao da contratilidade e manutencdo da forma
e tamanho cardiaco, bem como, a funcéo dos cardiomidcitos. As intera¢cbes comuns e a troca

de informagdes orquestrada entre as células associadas ao contexto temporal e espacial,



24

precisa de apresentacdo sisteméatica de biomoléculas e biomateriais capazes de promover
sinais biomoleculares (SOUZA et al., 2017). O tamanho, forma e propriedades mecénicas das
células sdo essenciais para uma apresentacdo adequada desses sinais e, assim, estimular uma
resposta adequada e orientar na projecdo para construcdo de scaffolds capazes de induzir uma
orquestracédo celular (BALMERT; LITTLE, 2012).

Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais usadas na area de medicina regenerativa
para promover formacdo de um novo tecido (LIU; HOLZWARTH; MA, 2012). Os scaffolds
devem atender alguns requisitos como ser (i) biocompativel e biodegradavel; (ii) possuir
superficie porosa e tridimensional, com poros uniformes e interconectados; (iii) possuir
integridade mecénica para apoiar o reparo tecidual; e (iv) ter a superficie quimica e
topografica apropriada para interagir com as células. Além disso, deve mimetizar os aspectos
fisico-quimicos, bem como, desempenhar as funcdes e possuir propriedades mecanica
semelhantes do tecido a ser reparado (BAOLIN; PETER X., 2014; SERPOOSHAN et al.,
2013).

Os scaffolds podem ser desenvolvidos com células (scaffolds celulares) ou com
auséncia de células (scaffolds acelulares) podendo ser biologicamente ativo ou ndo, tendo
como principal funcéo ser suporte temporério para que ocorra migracdo, adesdo e proliferagdo
celular, e producdo de MEC endbgena para promover reparo e substituicdo tecidual no
interior da cicatriz cardiaca (HUGHES et al., 2016).

Os scaffolds celulares apresentam vantagem de reduzir a remodelacdo da parede
ventricular, promover suporte mecanico e vascularizacdo melhorada, e suas desvantagens sao
disponibilidade limitada de implantacdo, potencial de resposta imunogénica, alto custo e
validade reduzida. As vantagens dos scaffolds acelulares sdo reducdo da remodelacdo da
parede ventricular, disponibilidade imediata de implantacdo, resposta imunogénica limitada,
baixo custo e validade prolongada, e suas desvantagens sdo vascularizacdo limitada, interacao
limitada com a célula hospedeira e estabilidade mecénica variavel (SVYSTONYUK;
MEWHORT; FEDAK, 2018).

O principal desafio no desenvolvimento dos scaffolds estd na projecdo de um
microambiente tridimensional acelular biologicamente compativel, altamente poroso com
sistema de poros interligados, que favoreca o transporte de nutrientes, produtos metabolicos e
estabilidade mecanica. Esse microambiente € capaz de mimetizar a MEC e atuar como
analogo do tecido a ser reparado, estimulando respostas especificas em nivel celular e assim,
permitindo a formacdo de um novo tecido (LEE; MOONEY, 2001; PARK et al., 2011; LIU;
HOLZWARTH; MA, 2012).
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A projecdo de scaffolds acelulares cardiacos precisa enfrentar alguns desafios, como
controlar o alinhamento estrutural das células cardiacas (cardiomidcitos). Com isso, alguns
estudos tém focado as suas estratégias nos efeitos interativos da orientacdo por contato, com
estimulacdo e inducdo elétrica sobre a elongacdo e orientacdo dos cardiomidcitos, nas
superficies tridimensionais dos scaffolds. Além disso, as tentativas de reparo no miocéardio
lesionado com recuperacdo enddgena, requer uma organizagdo orquestrada de varios tipos de
células, incluindo cardiomidcitos, células estaminais locais e periféricas (KATZ et al., 2014;
NGUYEN et al., 2010).

A arquitetura dos scaffolds acelulares cardiacos e escolha dos biomateriais €
considerado um fator critico, para recuperacdo de tecido cardiaco. Os diferentes processos
usados na fabricacao dos scaffolds podem modificar as propriedades de superficie, influenciar
na arquitetura e similaridade do scaffold com tecido nativo, e fornece uma superficie bioativa.
Portanto, a composi¢do quimica e propriedades do microambiente tridimensional poroso,
desempenham caracteristicas primordiais para a interacdo entre célula e scaffold (ALVES et
al., 2018; SERPOOSHAN et al., 2013).

Nesta linha de raciocinio, o microambiente fornecido por um scaffold criteriosamente
planejado, pode suportar a diferenciacdo e a organizacao celular, além de prevenir a morte
precoce de células que sdo dependentes de ancoragem. Os biomateriais podem atrair células
do tecido nativo, e quando funcionalizados servir de ancoragem para as células
dependentes de fixacdo. Assim, na aplicacdo da engenharia de tecido, os biomateriais que
mais que destacam sdo 0s biopolimeros, por mimetizarem a MEC. A aplicacdo de
biomateriais que sejam anadlogos da MEC € menos prejudicial para as células, devido
preservar a viabilidade, funcdo e identidade fenotipica (RANE; CHRISTMAN, 2011; SARIG;
MACHLUF, 2011).

Além da escolha criteriosa dos biomateriais para compor as formulac6es dos scaffolds,
também é importante definir o método e a técnica de fabricacdo mais adequada, pois a forma
como o scaffold é obtido pode influenciar no seu desempenho e aplicacdo. Os métodos mais
comumente descritos evolvem a aplicacdo de calor, pressédo, dissolugdo de solvente orgéanico e
congelamento seguido de liofilizagdo, com a finalidade de delinear a estrutura do biomaterial
no formato desejado. Apesar de cada técnica apresentar vantagens e desvantagens, a escolha
do método mais adequado sera definido pela aplicagdo do scaffold, onde o biomaterial devera
apresentar 0s requisitos necessarios e caracteristicos do tecido a ser reparado
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).
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3.4 Componentes aplicados na formulacéo do scaffold acelular

3.4.1 Colageno

O colageno (COL) é um polimero natural, sendo uma das proteinas mais abundantes e
responsaveis pela manutencdo da integridade estrutural de vertebrados e outros organismos
multicelulares. O COL tipo | representa cerca de 80% da MEC no tecido cardiaco, tornando a
escolha de preferéncia no desenvolvimento de scaffold acelular cardiaco (SVYSTONYUK;
MEWHORT; FEDAK, 2018)

O COL tipo I é o mais encontrado na MEC dos tecidos conjuntivos, como tend&o e
0ss0, sendo mais amplamente usado e estudado na fabricacdo de biomateriais para aplicacdo
na engenharia de tecidos, devido suas propriedades biodegradaveis, biocompativeis,
mecanicas e biologicas (RADHAKRISHNAN; NAGARAJAN; BECHELANY, 2020; USHA;
SREERAM; MANDAL, 2013).

De acordo com Parenteau-bareil; Gauvin; Berthod, (2010), existem descritos cerca de
29 tipos de COL, que foram caracterizados e todos exibem uma estrutura tipica de tripla
hélice. Os tipos de COL I, II, Ill, V e Xl sdo conhecidos por formar fibras de COL. As
moléculas de COL sao compostas por trés cadeias a que se agrupam, devido a sua estrutura
molecular e cadeias polipeptidicas. A chave do processo na formacéo das triplas hélices do
COL, estad na completa organizacdo das cadeias simples de protocolageno. A trimerizacao
comeca no C-terminal da cadeia, o qual séo fixadas por ligacdes duplas-S, e formam um
“ziper” na mesma dire¢do da cadeia. Para o processo de trimerizacdo, todos os aminoacidos
devem estar na conformacdo trans, devido a forma cis dos aminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) serem energeticamente favorecidas (MEYER, 2019).

Os biomateriais obtidos com COL tém sido usados para diversas aplicacfes
biomédicas, porém, podem apresentar algumas limitaces como baixa resisténcia mecanica,
baixa estabilidade térmica, alto perfil de desintegracdo e alta capacidade de intumescimento.
Essas limitagcGes podem ser superadas pela incorporacdo de agentes reticulantes, melhorando
a estabilidade térmica, mecénica e integridade estrutural da molécula do COL, devido a
associacdo do COL e agente reticulante promover um processo de reticulagdo (LAKRA et al.,
2014).

De acordo Radhakrishnan; Nagarajan; Bechelany, (2020), a reticulagcdo € um processo
crucial na estabilizacdo das moléculas do COL, pois controlam as propriedades imunogénicas.
A reticulacdo pode ocorrer por processos quimicos, fisicos ou bioldgicos, e sdo capazes de se

conectar com o grupo funcional da cadeia de polimeros, por meio de ligacbes covalentes,
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ibnicas ou hidrogénio (ORYAN et al., 2018; ALVES et al., 2019). Apesar do uso de ambas
reticulagbes (quimica ou natural), o agente reticulante natural apresenta maior vantagem,
devido ser biocompativel e apresentar baixo efeito citotdxico na aplicabilidade clinica (CHOI,;
KIM; MIN, 2016; ALVES et al., 2019).

3.4.2 Polifenois isolados do suco da roma (Punica granatum L.)

Os polifendis ou compostos fenolicos de origem natural sdo produtos secundarios do
metabolismo de vegetais e tém como funcéo a protecdo da planta contra condicdes adversas e
contribuem para as caracteristicas de adstringéncia, cor e sabor e sua estabilidade oxidativa
(NACZK; SHAHIDI, 2004; MARTIN et al., 2017). Em nossas dietas, os polifendis sdo os
antioxidantes mais abundantes presentes nos vegetais, cereais, chas, vinhos e frutas como
laranja, tangerina, cereja, uva, mirtilo e roméd (D’ARCHIVIO et al., 2007; FREITAS, 2019).

A roma pertence a familia Punicaceae, sendo cultivada em regido subtropical e
tropical, a fruta tem sido utilizada em muitos paises e culturas de todo o0 mundo (PUTNIK et
al., 2018; BASSIRI-JAHROMI; DOOSTKAM, 2019). O fruto da rom& contém muitos arilos
(polpa vermelha e sementes) separados por uma membrana chamada de pericarpo. A roma
(casca, semente e suco) possui uma fonte valiosa de polifendis, como punicalagina,
elagitaninos, taninos, flavonoides, antocianinas e entre outros (AMBIGAIPALAN;
CAMARGO; SHAHIDI, 2016; BASSIRI-JAHROMI; DOOSTKAM, 2019).

Quimicamente, os polifendis apresentam varios grupos hidroxilas nos anéis
aromaticos. Assim, os polifenois sdo classificados de acordo com o nimero de anéis fendlicos
e 0s elementos estruturais para ligacdo nos aneis. Dessa forma, 0s principais grupos de
polifendis sdo os acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (MARTIN et al., 2017).

A Figura 4 descreve o fluxograma das classes e subclasses dos polifendis.

Figura 4 - Fluxograma da classifica¢do dos polifenois baseados no tipo dos fitoquimicos fenolicos

Fitoquimicos fendlicos
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Antocianinas pertencem a classe dos flavonoides, sendo o maior grupo de pigmentos
soliveis em 4&gua (SHAIDI; NACZK, 2005). Basicamente, a estrutura quimica das
antocianinas é formada por ligacbes de anéis de benzeno (C6-C3-C6) que diferem pelo
numero, posicéo e grau de hidroxilacdo e metoxilacdo dos anéis. Na literatura, existem seis
principais antocianinas descritas, sendo cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina,
pelargonidina e petunidina (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2010).

As principais propriedades medicinais descritas sdo atividade antioxidante,
cicatrizacdo de feridas, antidiabético, antitumoral, anti-inflamatério e antimicrobiano
(NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016; PUTNIK et al., 2018). Nas doencas cardiovasculares,
a roma é considerada uma fruta saudavel, pois possui agentes antioxidantes que protegem a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a lipoproteina de alta densidade (HDL) da oxidacao,
atenuando o desenvolvimento de aterosclerose e diminuindo a pressao arterial (AVIRAM,;
ROSENBLAT, 2013; KHOO et al., 2017).

Além disso, as antocianinas apresentam interesse para atuar no processo de
reticulacdo, devido a sua composicao. Especificamente, no terminal hidroxila (-OH), podendo
ser atrativo para atuar como agente reticulante natural no processo de reticulacdo quimica.
Porém, na literatura, ndo ha estudos que relacionem essa acéo de reticulante das antocianinas
com a MEC (p.ex. colageno) ou dispositivos bioldgicos, contudo, existem algumas

caracteristicas estruturais que evidenciam esse potencial.

3.4.3 Difenil fosforil azida

O processo de reticulacdo quimica € um método eficaz para diminuir a taxa de
biodegradacdo e otimizar as propriedades mecénicas dos biomateriais baseado em COL.
Como descrito na literatura, o glutaraldeido é o agente reticulante quimico mais usado na
reticulacdo do COL, contudo, sua citotoxicidade é considerada como desvantagem, limitando
0 crescimento dos fibroblastos e diminuindo o beneficio do uso do COL (PETITE et al.,
1994; USHA; SREERAM; MANDAL, 2013).

Por outro lado, o difenil fosforil azida (DPPA) demonstrou resultados menos toxico
guando comparado com o glutaraldeido (USHA; SREERAM; MANDAL, 2013). A
organizacdo do COL na presenca de DPPA apresenta maior estabilidade, devido no processo
de reticulacédo envolver a transformacao de grupos carboxila livres em grupos acil-azida, que
reagem com grupos amino livres nas cadeias adjacentes (ROCHE et al., 2000; USHA,
SREERAM; MANDAL, 2013).
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Desta forma, o efeito promovido por DPPA apresenta vantagem no processo de
reticulagdo com COL em matrizes tridimensionais porosas, para aplicacdo na engenharia de
tecido, conferindo uma excelente biocompatibilidade, aumento na propriedade mecanica,
estabilidade e diminuicdo da biodegradabilidade (MARINUCCI et al., 2003; SALLENT;
CAPELLA-MONSONIS; ZEUGOLIS, 2019).

3.4.4 Acido hialurénico

O acido hialurénico (AH) é um glicosaminoglicano que consiste em um polissacarideo
linear presente na MEC do corpo humano, possuindo importancia e atraindo interesse de uso
em diversas areas, como na medicina regenerativa na composicdo de scaffold, com
propriedades fisicas e bioquimicas. Muitos processos bioldgicos mediados por scaffold
compostos por AH sdo primordiais no processo de cicatrizacdo de feridas (COLLINS;
BIRKINSHAW, 2013; PERNG et al., 2011; WANG et al., 2019).

A principal funcédo descrita para 0 AH no organismo, esté relacionada pela ligagao de
agua e lubrificacdo nos tecidos moveis (articulagdes e musculos). A consisténcia e
compatibilidade biologica do AH, permite que seja aplicado como hidratante. Biologicamente
0 AH apresenta fungdes na manutencdo da viscoelasticidade dos tecidos das articulacdes,
como fluido sinovial e fluido dos olhos, controle da hidratacdo dos tecidos, transporte de
agua, organizacdo supramolecular dos proteoglicanos da MEC e receptor na divisdo celular,
migracdo e processos inflamatdrios. Desta forma, as propriedades viscoeldstica,
biocompativel e ndo imunogénica tornam o AH, um biopolimero com potencial de escolha
para compor os scaffolds (GOA; BENFIELD, 1994; NECAS et al., 2008).

Como descrito por Collins; Birkinshaw, (2013), as principais vantagens do uso de AH
na engenharia de tecidos sdo (i) biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioreabsorbilidade;
(ii) principal componente intracelular dos tecidos conjuntivos, onde desempenha um papel na
diferenciacdo e crescimento celular; (iii) em sua composi¢cdo quimica apresenta grupos
funcionais como acidos carboxilicos e alcoois, que podem atuar no processo de reticulagéo;
(iv) potencial de proporcionar uma cicatrizacdo mais rapida (angiogénese); e (v) possui

capacidade de manter o microambiente hidratado, propiciando infiltracdo celular.

3.4.5 Fibroina da seda
As proteinas da seda estdo presentes nas glandulas de artropodes produtores da seda,
como o bichos-da-seda, aranhas, escorpides, acaros e abelhas durante sua metamorfose. A

seda do bicho-da-seda tem sido usada amplamente na industria téxtil. Nos biomateriais
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obtidos do casulo do bicho-da-seda, se destaca os produzidos pela Bombyx mori membro da
familia Bombycidae, também conhecido como seda de amora (KUNDU et al., 2013).

Os casulos do bicho-da-seda apresentam dois componentes principais, como a fibroina
e sericina. A fibroina é uma proteina estrutural da seda e a sericina é a proteina do tipo cola
solivel em &gua, que promove a ligacdo com as fibras de fibroina. Por isso, a fibroina é
denominada como proteina fibrosa insolivel composta por aminoacidos, glicina, alanina e
serina que formam folhas antiparalelas nas fibras, levando a estabilidade e caracteristica
mecanica. Comercialmente, além da producéo téxtil a fibroina da seda tem sido usada como
suturas biomédicas (KIM et al., 2005; NAZAROV; JIN; KAPLAN, 2008).

Para aplicacdo da fibroina da seda (FS), essa proteina fibrosa insolvel passa por um
processo de extracdo denominado como desgomagem, que permite a remoc¢ado da sericina por
dissolucdo usando solucdo de carbonato de sodio, resultando na solucdo de FS. Apés o
completo processo de extracdo a FS, obtém a fibroina com conformagéo de folhas-p (menos
ordenadas) (ALVES; ARANHA; CHAUD, 2018; KOMATSU et al., 2017).

Alves; Aranha; Chaud, (2018) descreveram um estudo que comparam as propriedades
estruturais e térmicas de filmes compostos por FS, obtidos por diferentes tratamentos como (i)
recozimento; (ii) ultracongelamento seguido por liofilizacdo; e (iii) ndo processado. Nesse
estudo foi observado que o uso de tratamento (i ou ii) influenciou na mudanca de
conformacéo estrutural da FS, induzindo na mudanca de folhas-p para a-helicoidal e bobina
aleatoria em folhas-p altamente estavel. Essa modificagdo de conformacdo promove melhora
na propriedade mecanica e torna a FS mais biocompativel, biodegradavel, e com a presenca
de grupamentos quimicos com acesso facil para modificacGes (reticulacdo) (KIM et al., 2005;
KUNDU et al., 2013).

3.4.6 Copolimero anfifilico

O poloxamer 407® (P407) é considerado um copolimero anfifilico ndo iénico, que
consiste em unidades de oxido de etileno (PEO) e Oxido de polipropileno (PPO), possuindo
capacidade Unica de termossensibilidade, que permite formar um sistema com propriedade
termorresponsiva. O P407 favorece a adesdo celular inicial e contribui para o melhor nivel de
angiogénese, possuindo caracteristica ndo-téxico, biocompativel e biodegradavel
(DUMORTIER et al., 2006; DINIZ et al., 2015; LI1U et al., 2016).
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3.5 Cristal liquido liotrépico

Os materiais biomimeéticos sdo produtos racionalmente projetados, que exploram
interacdes especificas, ajustavel, reversivel e biodegradavel, oferendo vantagens em relacéo
aos materiais convencionais ndo modificados. Esses sistemas biomiméticos podem ser usados
como veiculo de liberacdo de farmacos ou liberacdo alvo-especifico. Quando projetados
podem detectar e responder estimulos fisiologicos, ou mimetizar aspectos estruturais e
funcionais de sinalizacdo bioldgica (WEBBER et al., 2015). Esses biomateriais sdo fabricados
para mimetizar a conformacéao espacial e temporal nativa ou substituir fatores bioguimicos e
fisiologicos, com finalidade de melhorar ou recuperar as funcgdes bioldgicas (VAKILI et al.,
2016).

Nesse contexto, o cristal liquido é considerado uma nanoestrutura biomimética, que
foi descoberta pelo britanico Friedrich Reinitzer em 1888. Essa descoberta foi guiada pela
observacao de dois pontos de fusdo, distintos no benzoato de colesterila. Com o0 aumento da
temperatura na amostra sélida, houve inicialmente uma transicdo para um liquido turvo
(145,5°C), e em um aumento de temperatura continuada, resultou em um liquido transparente
(178,5°C) (BECHTOLD, 2005; LANCELOT; SIERRA; SERRANO, 2014).

De acordo com Mitov, (2014) esse fenbmeno foi surpreendente, pois na época 0s
pesquisadores tinham como concep¢do, que um material com caracteristica cristalina deveria
perder cor e solidez em uma Unica temperatura. Assim, Friedrich Reinitzer e Otto Lehmann
trabalharam juntos na caracterizacdo e definicdo desses novos modelos de cristais, devido
Otto Lehmann ser um cristalografo experiente, mas também por ter fabricado um arsenal de
microscopios.

Em 1889, Otto Lehmann observou que algumas substancias fundiam passando por
estado intermediario durante a transicao térmica de solido para cristalino, o qual denominou
como cristal liquido birrefringente. A birrefringéncia ou dupla refracdo é uma propriedade
apresentada por materiais cristalinos, no qual ocasiona um fendmeno de propagacéo de luz no
interior do material, exibindo anisotropia com direcdo oOptica. No entanto, Lehmann
acreditava que a Unica diferenca entre cristal liquido e cristal solido era seu grau de fluidez,
porém, a diferenca também estava no seu grau de organizagdo e ordenamento molecular
(CARLIN et al., 2005; GARIDEL et al., 2015; RAJAK; NATH; BHUYAN, 2018). A Figura
5 mostra uma representacdo esquematica do comportamento molecular e das transicdes de

fases entre o sélido cristalino, cristal liquido e liquido isotrépico.
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Figura 5 - Representacéo esquematica do comportamento molecular e das transi¢cdes de fases entre o
sélido cristalino, cristal liquido e liquido isotropico

Moléculas totalmente ordenadas Moléculas totalmente desordenadas

sélido cristaline Cristal liquido Liquido

| Temperatura, intensidade de luz, pH, energia livre ‘

Fonte: Adaptacgdo de Bechtold, (2005).

Portanto, os termos ordenado e desordenados séo referéncias ao estado de ordem do
material cristalino. A terminologia “liquido” se refere a falta de ordem posicional de longo
alcance, e como consequéncia uma falta de estrutura dos lipideos dentro do plano de
bicamada, conferindo uma velocidade elevada para difusdo lateral. Diferente do termo
“solido” que estad relacionado com ordem posicional dentro da membrana, mas com uma
difusdo lateral lenta (HIRST et al., 2011; LINGWOOD; SIMONS, 2010). O comportamento e
conformacdo estrutural do cristal liquido sofre influéncia dos estimulos enddgenos e
exdgenos, como temperatura, intensidade de luz, pH e energia livre (NAZARUK et al., 2014).

De acordo com Guo et al., (2010) e Fonseca-santos et al., (2016), os cristais liquidos
sdo compostos por moléculas anfifilicas e/ou lipidicas, que podem se auto-organizar de modo
espontanea em estruturas tridimensionais capazes de incorporar substancias bioativas. Os
parametros fisico-quimicos sdo responsaveis pela transicdo de fase, por isso, 0s cristais
liquidos foram classificados como cristal liquido termotropico (CLT), com cristalinidade
induzida pela temperatura e cristal liquido liotropico (CLL), com cristalinidade induzida
principalmente por solventes (LUGGER et al., 2018).

O CLT consiste de moléculas Unicas ou mistura de moléculas, apresentando um grau
de ordenamento em funcdo da temperatura, que resultam em diferentes estruturas
morfolégicas como esmética (eixos longos com moléculas paralelas e perpendiculares),
nematica (as moléculas ndo possuem um ordenamento como a esmetica, mas mantém
ordenamento perpendicular) e colestérica (combinacdo entre esmética e nematica)
(KAWAMOTO, 2002; CHAUDHARY; KANNOJIA; MISHRA, 2017). Os CLT sdo os
cristais mais comumente descritos nas aplicacfes tecnoldgicas de dispositivos em display
(LCD) e sensores (BISOYI; KUMAR, 2011).
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O CLL consiste por moléculas anfifilicas associadas com solvente, sendo geralmente a
agua ultrapura, e em decorréncia da variagdo de temperatura e concentracdo de moléculas
anfifilicas e solventes, podem originar trés diferentes ordenamentos estruturais de CLL. Esses
ordenamentos foram classificados como lamelar (La), hexagonal (Hi-H2) e cubico (Vi-V2),
podendo esses dois ultimos apresentarem conformacdes reversas. Na fase lamelar, o
ordenamento das moléculas formam estruturas em bicamadas superpostas, enquanto na fase
hexagonal esse ordenamento se apresenta em cilindro, e na fase cubica exibe uma estrutura
tridimensional altamente viscosa (SINGHVI; BANERJEE; KHOSA, 2018; SOUZA et al.,
2017). A Figura 6 mostra uma representacdo esquematica dos diferentes ordenamentos
estruturais do CLL.

Figura 6 - Representacdo esquematica dos trés diferentes ordenamentos estruturais do cristal liquido
liotrépico classificados como (A) lamelar, (B) hexagonal e (C) cubico.
A) (B) ©<)

==
- == >

o2 <

Fonte: Adaptado de Fonseca-Santos, (2015).

De acordo com Souza et al., (2017), os CLL sdo considerados nanoestruturas dnicas,
com vantagens nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas podendo ser explorado na
aplicacdo clinica, atuando como sistema de liberacdo de farmacos e dispositivos biomédicos.
Essa nanoestrutura tem apresentado um potencial promissor devido sua caracteristica
biomimética, capacidade de proteger farmacos e substancias bioativas de sofrerem degradacédo
fisica e quimica, além de fornecer uma matriz para liberacdo controlada e sustentada de
farmacos (RAJABALAYA et al., 2017).

Além da aplicacdo de CLL como carreador de farmacos, uma nova geracdo desse
sistema tem apresentado destaque. O CLL nédo-lamelar (hexagonal e cubico) s&o considerados
biomateriais semicondutores, estimulantes e promissores que podem ser Uteis e viaveis na
funcionalizacdo de dispositivos biomiméticos, devido serem materiais nhanocompartimentados
que podem se auto-organizar e criar poros ordenados em escala nanomeétrica, controlando a
organizacdo estrutural e promovendo sinais para estimulo celular (SANTIAGO-
MARTORAL; FIGUEROA; NICOLAU, 2020).

Até o momento, apenas o estudo publicado por Santiago-Martoral; Figueroa; Nicolau,

(2020) descreve sobre a associacdo de sistemas complexos e/ou sobrepostos usando CLL para
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remediagdo de agua. Nenhum outro estudo foi encontrado para aplicacéo na area da medicina

regenerativa.

3.6 Componentes aplicados na formulacéo de cristal liquido liotropico

3.6.1 Monoleina

A monoleina (MO) é um monoglicerideo insaturado de cadeia longa, composto
principalmente por glicerideos do &cido oleico e acidos graxos. Esse biomaterial apresenta
caracteristica de auto-organizacdo espontanea em meio aquoso, podendo formar diversas
estruturas liquido cristalinas, com matrizes ordenadas dependendo da concentracdo de
solvente e variacdo de temperatura. Os monoglicerideos possuem caracteristicas anfifilicas,
com capacidade de intumescimento, sendo considerados um material auto-organizado,
biocompativel, biodegradavel e atdxico (LOPES et al., 2006; BORGHETI-CARDOSO et al.,
2015).

A MO pode ser obtida por diferentes reacdes como esterificacdo de acidos graxos
(&cido oleico e glicerol) ou por transesterificacdo do refinamento dos 6éleos vegetais de canola
e girassol. A MO-18-92 (Myverol 18-92) ¢ derivada do 6leo de girassol composta por 96% de
monoglicerideo total e 0,3% de glicerol livre (GANEM-QUINTANAR et al., 2000), e a MO-
18-99 (Myverol 18-99) ¢ de alta qualidade com no minimo 90% de monoésteres derivados do
6leo de canola (D’ANTONA et al., 2000). Ambas as monoleinas sdao compostas por mais de
80% de monoglicerideos insaturados e mais de 95% de monoglicerideos (CHANG,;
BODMEIER, 1997).

Ganem-Quintanar et al., (2000) realizaram uma revisdo abordando as principais
aplicacdes farmacéuticas de MO. Portanto, de acordo com esse estudo as principais aplicagdes
descritas foram emulsificante, solubilizante, potencial para aumento de absorcao de farmacos,
e pode também ser aplicada como sistema nanoestruturado para liberacdo de farmacos nas

vias de administracdo oral, parenteral, periodontal e transdérmico.

3.6.2 Copolimero anfifilico

O P407 como descrito anteriormente € um copolimero anfifilico ndo idnico, e a sua
aplicacdo em sistemas precursores de CLL tem como funcdo promover uma interface
estabilizadora entre as fases aquosa e oleosa, podendo influenciar na formacgéo dos canais de
agua. Alguns estudos associaram monoleina (material auto-organizado) e P407, com objetivo

de obter uma nanoparticula mais estavel, mediada pelo efeito da hidrotropia. Esse efeito €
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obtido por substancias surfactantes (hidrotropos), que promovem o aumento da solubilidade e
auxiliam na formac&o dos canais de 4gua nos sistemas baseados em CLL (MADHESWARAN
etal., 2013; SOUZA et al., 2020).

3.7 Conclusoes

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte, e em alguns paises é
responsavel por cerca de uma a cada trés mortes. Apos lesbes no tecido cardiaco pos-1M
ocorre uma substituicdo do tecido contratil por cicatriz fibrética, ndo contribuindo para fungédo
de bombeamento cardiaco e prejudicando a qualidade e tempo de vida, causando insuficiéncia
cardiaca.

A engenharia de tecido é uma é&rea interdisciplinar que consiste na projecdo de
dispositivos bioldgicos. Esse dispositivo é chamado de scaffold e identificado como matriz
tridimensional porosa, capaz de mimetizar a MEC e estimular respostas celulares especificas
em nivel celular, tendo como funcdo ser suporte temporario para que as células do tecido
nativo viavel possa aderir, migrar, proliferar, diferenciar e formar um novo tecido.

O scaffold pode ser utilizado como terapia acelular para recuperacdo tecidual e
funcional cardiaca. A sua composicdo quimica, propriedades mecanicas e arquitetura
tridimensional, desempenham caracteristicas primordiais para interacdo entre célula e
microambiente. Esse microambiente deve ser projetado criteriosamente para poder suportar a
diferenciacéo e a organizacdo celular.

O CLL é considerado um sistema biomimético, com mesofase cristalina de transicao
entre sélido cristalino e liquido isotropico. Diante disso, apresentam caracteristicas fisica de
solido (rigidez) e liquido (fluidez), sendo classificado pelo grau de ordenamento, arranjo e
alinhamento molecular. Nos estudos recentes, os CLL ndo-lamelares (hexagonal ou cubico)
vem se destacando devido sua caracteristica semicondutora e estimulante, conferindo auto-
organizacdo espontanea e permitindo a formacéo de poros ordenados em escala nanométrica,

controlando a organizacao estrutural e promovendo sinais para estimulo celular.
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4 OBTENCAO DE CRISTAL LIQUIDO LIOTROPICO BASEADO EM
DIAGRAMA TERNARIO DE FASES: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA,
ESTUDO DE ESTABILIDADE TERMODINAMICA E AVALIACAO FiSICO-
QUIMICA

4.1 Resumo gréfico

AVALIAGAO MACROSCOPICA
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Fonte: Elaboragéo propria.

4.2 Introducéo

O CLL é um sistema auto-organizado, que apresenta mesofase cristalina com transicao
entre sélido e liquido. Por isso o CLL, apresenta caracteristica fisica de sélido (rigidez) e
liquido (fluidez), sendo classificado pelo grau de ordenamento, arranjo e alinhamento
molecular. Devido seus diferentes arranjos, o CLL tem capacidade de se estruturar em trés
diferentes morfologias, sendo classificado como lamelar (ou cruz de malta), hexagonal ou
clbica (GARIDEL et al., 2015; RAJAK; NATH; BHUYAN, 2018).

Na literatura as principais propriedades e aplicagdes de CLL sdo carreadores de
farmacos, atuando como sistema de liberagdo controlada, viscoelasticidade e caracteristicas
sinalizadora, estimulante e condutora de estimulos elétricos. Essa propriedade de conducdo e
propagacdo de estimulos elétricos faz do CLL um biomaterial de interesse, para associacao
com scaffold acelular para aplicagdo no tecido cardiaco (MERZLYAK et al., 2009;
SANTIAGO-MARTORAL; FIGUEROA; NICOLAU, 2020).

Nesse estudo o objetivo foi desenvolver sistemas precursores de CLL baseado em
diagrama ternério de fases. Os CLL foram caracterizados por avaliagdo morfoldgica usando
microscopia de luz polarizada, estudo de estabilidade termodinamica avaliados pelo potencial
zeta, didmetro de particula e indice de polidispersidade e avaliagdo fisico-quimica por
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e calorimetria exploratoria

diferencial.
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4.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental desse estudo foi realizado em escala laboratorial, no
Laboratorio de biomateriais e nanotecnologia da Universidade de Sorocaba (LaBNUS). O

desenvolvimento do estudo esté apresentado esquematicamente na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma esquematico da obtencdo, caracterizacao e selecdo das formulagdes de cristal
liquido liotrépico

Nanoparticulas de cristal liquido liotrépico
Monoleina 18-92 (MO-18-92) Projegdo e obtengéo das
Monoleina 18-99 (MO-18-99) formulagdes de cristal
formulagées

Poloxamer 407® (P407) liquido liotropico

Caracterizagéo das
formulagoes de cristal
liquido liotropico

| Avaliagdo macroscopica
‘ Avaliagédo microscoépica de luz polarizada

Potencial zeta, diametro de particula e

= _
indice de polidispersidade Selegdo das formulagGes

[ FTIR |
| bsc |

Nota: FTIR - Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier; DSC - Calorimetria exploratoria
diferencial.
Fonte: Elaboragéo propria.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material

Monoleina 18-92 (Myverol 18-92K. Kerry, Lote:2017539, Wisconsin, EUA),
monoleina 18-99 (Myverol 18-99K. Kerry, Lote: 1806600148, Wisconsin, EUA), Poloxamer
407® (Sigma-Aldrich, Lote: BCBQ6661V, Saint Louis, USA), 4gua ultrapura (18,2 MQ.cm™)

e 0s demais reagentes foram de grau analitico.
5.2 Métodos

5.2.1 Preparacdo das formulacdes de cristal liquido liotropico baseado em diagrama
ternario de fases como superficie de resposta

As formulagdes de CLL foram preparadas com monoleina 18-92 (MO-18-92) ou
monoleina 18-99 (M0O-18-99) como fase oleosa, poloxamer 407® (P407) como hidrétropo e
agua ultrapura. Os diagramas ternarios de fases foram usados como superficie de resposta
para selecdo das formulagGes precursoras de CLL, sendo representados por um triangulo

equilatero, onde cada aresta corresponde ao percentual de cada fase (oleosa, aquosa e
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hidrétropo). A fase oleosa foi representada pela aresta superior esquerda, fase aquosa pela
aresta superior direita e o hidrétropo pela base do tridngulo. A leitura das combinagdes,
referente a composicdo de cada formulacdo deve ser realizada no sentido horario. Assim, as
propor¢bes (m/m) das formulagdes e construcdo do diagrama ternario de fases sao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Proporc¢éo das formulacgdes obtidas para projecdo das formulacdes de cristal liquido

liotrépico para construcao do diagrama ternario de fases

Composicao

Fase oleosa (g) | Fase aquosa (g) | Hidrétropo (g)
F1 1 1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16
F17
F18
F19
F20
F21
F22
F23
F24
F25
F26
F27
F28
F29
F30
F31
F32
F33
F34
F35
F36

FormulagGes

P NDNW PO NORFRPNWPMPOOOONPEPNOWOWPOOORPRPNWRAMROOFRPDNMNOOEREPNOWEDN
P PP PFPPRPPPFPEPNNNMNNNMNNMNMPNDPNNNOOOOOWOOSREESEDEEDOOIOoOoTOo OO NN O
0O NO O A, WONPFPNOOOPRRWDNPEFPOORRWDMNMPEPOPROWODNMNERODNMNPEFPOWODNMNEDNDEPRE

Fonte: Elaboragdo propria.
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Uma representacdo esquematica do processo de preparacdo das formulacBes é
apresentada na Figura 8. Os diagramas ternarios de fases foram obtidos por titulacdo da fase
aquosa, adicionada a mistura entre Monoleina:P407 (m/m). As formulacbes foram preparadas
em aquecimento a 50 °C, sendo mantidas sob agitacdo em banho de ultrassom, com
frequéncia de 40 kHz (Unique, USC-3300. Indaiatuba, Brasil) durante 5 minutos. Apds
obtencdo das formulaces de CLL, os sistemas permaneceram sob agitacdo até resfriamento
(25°C).

Figura 8 - Representacdo esquematica do processo de preparacdo das formulagdes de cristal liquido

liotropico
Monoleina 18-92
ou
Monoleina 18-99
Adicdo da fase aquosa
- Titulagao
e | Aquecimento ; : 5min. W |
Poloxamer 407" — > | b oo > a
. gitacdo = y
= i cu]
- { Fase oleosa+ hidratropo | {'Banho de ultrassom
Hidrétropo -«

Nota: CLL - Cristal liquido liotrépico.
Fonte: Elaboragao propria.

Neste estudo foram obtidos dois diagramas ternarios de fases, o diagrama ternario de
fases 1 (DT1) foi obtido com a MO-18-92, e o diagrama ternario de fases 2 (DT2) com a MO-
18-99, como fase oleosa. Em cada diagrama foram obtidas 36 formulacdes (F1-F36), assim 0s

diagramas DT1 e DT2 totalizaram 72 formulagdes.

5.2.2 Sele¢do das formulacg6es de cristal liquido liotrépico

As formulacdes de CLL foram selecionadas pela avaliacdo macroscépica e avaliacao
microscopica com luz polarizada. A avaliacdo macroscépica foi realizada como descrito por
Calixto et al. (2016) e Souza et al., (2020), na qual classificaram as formulagdes como
sistemas viscosos com aspecto translicido (VT) ou opaco (VO), liquidos com aspecto
translucido (LT) ou opaco (LO), ou instavel com separacdo de fases (SF). Essas avaliagdes
foram usadas para delimitar as regides nos diagramas ternarios de fases (DT1 e DT2).

A avaliacdo microscopica com luz polarizada foi usada para avaliar auséncia ou
presenca de anisotropia e formacdo de lamelas e/ou nanoparticulas de CLL, apds 24 horas
sendo o tempo necessario para permitir a estabilizacdo das formulagdes. Para microscopia, as

amostras foram depositadas, cuidadosamente, em lamina de vidro formando um filme. A
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andlise foi realizada em microscopio com modo polarizado (Nikon, Eclipse E800. Téquio,
Japdo), contraste em modo ampliado, resolucdo em alta exposi¢do para ajuste de nitidez e
com magnificacdo de 100x. As imagens micrograficas foram capturadas com camera (Nikon,

DS-r 1. Téquio, Japao), com auxilio do Software NIS-Elements.

5.2.3 Potencial zeta, diametro de particula e indice de polidispersidade

Para avaliacdo de potencial zeta, didmetro de particula e indice de polidispersidade
(BrookHaven - NanoBrook-90 Plus, Nova lorque, Estados Unidos) o equipamento foi
ajustado em 635 nm e com angulo fixo de 90°. No ensaio, as amostras (10 mg) foram diluidas
em agua ultrapura (1:1.000) e a leitura foi realizada, em triplicata, por células eletroforética a
25 °C. As formulagdes foram acompanhadas ao longo de 30 dias. Os resultados de
estabilidade termodindmica de potencial zeta foram expressos em milivolt (mV) e para

diametro de particulas em nanémetro (nm).

5.2.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo dos grupamentos quimicos especificos dos componentes das
formulacbes (MO-18-92, MO-18-99 e P407) e as formulacGes de CLL foram determinadas
por FTIR (Shimadzu, IRAffinity-1S, Kyoto, Japao) pela técnica de reflectancia atenuada
(ATR). Para andlise, os espectros foram obtidos em modo de transmitancia, com nimero de
ondas na faixa de 4.000 a 500 cm™*, com resolugdo de 4 cm™ e 128 scans. Os espectros foram
normalizados e as bandas de vibra¢6es foram associadas aos principais grupamentos quimicos

de cada amostra. Os resultados foram adquiridos usando o Software Labsolutions.

5.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A caracterizacdo termoanalitica dos componentes das formulacdes (MO-18-92, MO-
18-99 e P407) e as formulagdes de CLL foram realizadas usando DSC (Thermal Analyzer
TA-60WS, DSC-60, Shimadzu, Kyoto, Japdo). Para andlise, as amostras (2 mg) foram
acondicionadas em cadinhos de aluminio hermeticamente fechados, submetidos em atmosfera
de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min%, com faixa de aquecimento de 25-300 °C e taxa de

aquecimento de 10 °C.min%. Os resultados foram adquiridos usando o Software TA-60WS.

5.2.6 Analises estatisticas
Os dados foram apresentados como média = desvio padrdo (DP). As analises
estatisticas foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey
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para comparacao entre as médias, com intervalo de confianga de 95%. O valor de p<0,05 foi

considerado significativo.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao e selecdo das formulacdes de cristal liquido liotrépico

As formulagbes de CLL foram obtidas usando dois tipos de fase oleosa, sendo MO-18-
92 e MO-18-99. A monoleina € um monoglicerideo insaturado de cadeia longa, composto por
glicerideos do acido oleico e acidos graxos, onde formam diversas fases de estrutura liquido
cristalina, que podem se auto-organizar em matrizes ordenadas dependendo da concentracédo
de solvente e temperatura. Os monoglicerideos possuem caracteristicas anfifilicas, com
capacidade de intumescimento e auto-organizacdo, biocompativel, biodegradavel e atoxico
(LOPES et al., 2006; BORGHETI-CARDOSO et al., 2015).

A monoleina pode ser obtida por diferentes reacbes como esterificacdo de acidos
graxos ou transesterificacdo do refinamento dos 6leos vegetais. Ambas as monoleinas sdo
compostas por mais de 80% de monoglicerideos (CHANG; BODMEIER, 1997). Além da
monoleina, para compor as formulacdes de CLL foi usado o P407, um copolimero tribloco
anfifilico sintético, ndo-idnico e atoxico. Amplamente usado para estabilizar as nanoestruturas
de CLL (TALASAZ et al., 2008; ABDELAZIZ et al., 2019).

Como descrito por Madheswaran et al., (2019) e Souza et al., (2020) existem estudos
que relatam a obtencdo de nanoestruturas de CLL compostas por monoleina (material auto-
organizado) associada ao P407, para promover o efeito de hidrotropia. Os hidrétropos sdo
substancias surfactantes, que promovem efeito de hidrotropia. Essas substancias permitem
causar aumento da solubilidade em meio aquoso, auxiliando na formacdo dos canais de agua
em sistemas precursores de CLL (GUO et al., 2010).

Para critério de selecdo, as formulacbes de CLL (F1-F36) obtidas na construgdo dos
diagramas ternarios de fases (DT1 e DT2) foram avaliadas macroscopicamente quanto
aspecto fisico (separacdo de fases e transparéncia), seguido por avaliacdo microscopica com
luz polarizada para confirmar a presenca de lamelas e/ou CLL. Os resultados dos diagramas
ternarios de fases (DT1 e DT2) obtidos como superficie de resposta sdo apresentados na
Figura 9, respectivamente, para formulagGes compostas por MO-18-92:agua ultrapura:P407
(DT1) e MO-18-99:agua ultrapura:P407 (DT2).
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Figura 9 - Diagrama ternario de fases 1 (A) e Diagrama ternario de fases 2 (B) das formulacdes de
cristal liquido liotrépico (F1-F36) obtidas com monoleina 18-92, 4gua ultrapura e poloxamer 407®

(DT1) e monoleina 18-99, agua ultrapura e poloxamer 407® (DT2)

(a) = (8)
B vo
W
M w
| SF

v
M vo
| &g
H w

0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
P407 (%) P407 (%)

Nota: P407 - Poloxamer 407®. Sistemas viscosos translicidos (VT), sistemas viscosos opacos (VO), sistemas
liquidos translicidos (LT), sistemas liquidos opacos (LO) e sistemas instveis com separagdo de fases (SF).
Fonte: Elaboragéo propria.

Na Fig. 9-A, as formulacGes F1, F5, F6, F8, F10, F13, F15, F20 e F21 foram
classificadas como VT, como VO foram classificadas F2-F4, F7, F9, F14, F24, F27, F28 e
F30-F34. As formulagdes F11, F12, F16-F19, F22, F23, F26 e F29 foram classificadas como
LT, como LO foi classificada apenas a F25 e as formulagdes F35 e F36 como SF. As
formulacbes classificadas como VT variaram entre 10-30% de monoleina, 10-60% de
hidrotropo e 30-80% de fase aquosa, em VO as formulacGes variaram entre 10-70% para
monoleina, hidrotropo e fase aquosa. Nas formulacdes classificadas como LT variaram entre
30-80% de monoleina, 10-50% de hidrétropo e 10-40% de fase aquosa. A formulagéo
classificada por LO foi composta por 40% de monoleina e hidrétropo e 20% de fase aquosa.
As formulacGes consideradas como instaveis variaram entre 10-20% de monoleina, 70-80%
de hidrétropo e 10% de fase aquosa.

Na Fig. 9-B, as formulagdes F1, F2, F4, F8, F10, F11, F13, F16, F19 e F21 foram
classificadas como VT, como VO foram classificadas as F3, F5-F7, F9, F14, F15, F20, F26-
F28 e F31-F36. As formulagbes F12, F17, F18, F23-F25, F29 e F30 foram classificadas como
LT e como LO foi classificada apenas a formulacdo F22. N&o foram observadas formulacgdes
instaveis (SF) para os sistemas formados com MO-18-99. As formulagdes classificadas como
VT variaram entre 10-60% de monoleina e hidrétropo e 30-80% de fase aquosa, para VO as
formulacdes variaram entre 10-60% para monoleina, em hidrotropo de 10-80% e 10-70% de
fase aquosa. Nas formulagdes classificadas como LT variaram entre 40-80% de monoleina,
10-40% para hidrotropo e fase aquosa. A formulagéo classificada por LO foi composta por

70% de monoleina, 10% de hidrétropo e 20% de fase aquosa.
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Quando comparadas as formulagbes de CLL (F1-F36) obtidas, em ambos o0s
diagramas (DT1 e DT2), as formulagbes F1, F8, F10, F13 e F1 foram consideradas sistemas
VT, para VO foram as F3, F7, F9, F14, F27, F28 e F31-34 e as formula¢cbes F12, F17, F18,
F23 e F29 foram consideradas LT. As demais formulacdes que ndo foram semelhantes, em
ambos os diagramas, corroboraram com a influéncia da diferenca do tipo de monoleina usada
em cada diagrama. A classificagdo como opaca ou translicida estd relacionada, com a
diferenca no indice de refracdo da fase dispersa (interna) e continua (externa), e ocorre
qguando o tamanho da gota e o volume da fracdo dispersa sdo moderados (ALAM,;
ARAMAKI, 2014).

Alguns estudos relatam a presenca de nanoparticulas de CLL em sistemas
classificados como liquido ou viscoso translucido (CARVALHO et al., 2013; CALIXTO et
al., 2016). Desta forma, todas as formulacdes que foram consideradas liquida ou viscosa
translcida foram selecionadas para avaliacdo microscopica com luz polarizada. Assim, nas
Tabelas 2 e 3 estdo apresentados os resultados de anisotropia e presenca de lamelas e/ou CLL,
respectivamente, para as formulacdes selecionadas dos diagramas ternarios de fases (DT1 e
DT2).

Tabela 2 - Resultados de anisotropia e presenca de lamelas e/ou cristal liquido liotrépico nas
formulagdes do diagrama ternario de fases 1 avaliados por microscopia com luz polarizada

Parametros avaliados

FormulacGes

Anisotropia Presenca de lamelas e/ou CLL
DT1-F1 Né&o Né&o
DT1-F5 Né&o Néo
DT1-F6 Sim Sim
DT1-F8 Né&o Né&o
DT1-F10 Né&o Néo
DT1-F11 Nao Néo
DT1-F12 Né&o Néo
DT1-F13 Né&o Néo
DT1-F15 Sim Sim
DT1-F16 Né&o Néo
DT1-F17 Né&o Néo
DT1-F18 Né&o Néo
DT1-F19 Né&o Néo
DT1-F20 Sim Sim
DT1-F21 Sim Sim
DT1-F22 Né&o Né&o
DT1-F23 Né&o Né&o
DT1-F26 Sim Né&o
DT1-F29 Néo Néo

Nota: DT1 - Diagrama ternario de fases 1, obtido com monoleina 18-92. Formulages de CLL compostas por
Monoleina:Agua ultrapura:Poloxamer 407.
Fonte: Elaboragao propria.
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Conforme os dados apresentados na Tab. 2, das vinte formulacgdes selecionadas para
andlise microscopica com luz polarizada, apenas as formula¢ées DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20
e DT1-21 apresentaram resultados positivos para parametros avaliados de anisotropia e
presenca de lamelas e/ou CLL, e por isso, foram selecionadas para prosseguirem no estudo e

serem caracterizadas por potencial zeta, didmetro de particula e indice de polidispersidade.

Tabela 3 - Resultados de anisotropia e presenca de lamelas e/ou cristal liquido liotrépico nas
formulagtes do diagrama ternario de fases 2 avaliados por microscopia com luz polarizada

Parametros avaliados

Formulagdes

Anisotropia Presenca de lamelas e/ou CLL
DT2-F1 Néo Né&o
DT2-F2 Néo Néo
DT2-F4 Né&o Nao
DT2-F8 Néo Né&o
DT2-F10 Néo Néo
DT2-F11 Né&o Néo
DT2-F12 Néo Né&o
DT2-F13 Né&o Néo
DT2-F16 Né&o Néo
DT2-F17 Né&o Néo
DT2-F18 Né&o Néo
DT2-F19 Né&o Néo
DT2-F21 Sim Sim
DT2-F23 Né&o Néo
DT2-F24 Né&o Né&o
DT2-F25 Sim Né&o
DT2-F29 Né&o Né&o
DT2-F30 Né&o Nao

Nota: DT2 - Diagrama ternario de fases 2, obtido com monoleina 18-99. Formulagdes de CLL compostas por
Monoleina:Agua ultrapura:Poloxamer 407.
Fonte: Elaboragéo propria.

Conforme os dados apresentados na Tab. 3, das dezoito formulacGes selecionadas para
analise microscopica com luz polarizada, apenas as formulacbes DT2-F21 apresentou
resultados positivos para parametros avaliados de anisotropia e presenca de lamelas e/ou CLL,
e por isso, foi selecionada para prosseguir no estudo e ser caracterizada por potencial zeta,
diametro de particula e indice de polidispersidade.

A avaliacdo de anisotropia e presenca de lamelas e/ou nanoparticulas de CLL foram
analisadas em conjunto, pelo desvio da luz polarizada e birrefringéncia. A birrefringéncia
Optica é a formacdo de dupla refracdo apresentada por materiais cristalinos, o qual esta
relacionada com a propagacdo de luz polarizada. As nanoparticulas de CLL classificadas
como anisotropicas sao birrefringentes, enquanto as nanoparticulas de CLL isotropicas ndo
apresentam birrefringéncia (CALIXTO et al., 2016; LEE et al., 2016).
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Diante disso, os CLL com formato hexagonal e lamelar (cruz de malta) sé&o
considerados birrefringentes, devido a anisotropia dos arranjos das moléculas, diferente dos
CLL com formato cubico (isotropico), que ndo apresentam birrefringéncia e necessitam de
analises complementares para caracterizagdo estrutural (BECHTOLD, 2005b; PAN et al.,
2013).

E em andlise correlacionada, os resultados da avaliagdo macroscépica e microscopica
com luz polarizada, apresentaram anisotropia e presenca de lamelas e/ou CLL para as
formulacbes classificadas como viscosa translicida. Os resultados da caracterizacdo
morfologica usando microscopia com luz polarizada das formulacBes selecionadas esta

apresentada na Figura 10.

Figura 10 - Resultados das imagens micrograficas das formulacGes de cristal liquido liotrépico por
microscopia de luz polarizada ap6s 24 horas

DT1-F6

DT1-F20 &8

DT2-F21 &

100x 2 2 S 100x = = S A > Zh e
Nota: As imagens micrograficas foram obtidas em campo claro, em duas regides diferentes para cada amostra
com magnificacdo de 100x. Formulagdes de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21) compostas por
Monoleina:Agua ultrapura:Poloxamer 407.
Fonte: Elaboragao propria.
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Conforme os resultados observados na Fig. 10, as formulag¢des que foram selecionadas
(DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) variaram entre 10-20% de monoleina e
30-60% de hidrétropo e fase oleosa. Essas formulacGes apresentaram birrefringéncia,
indicando presenca de nanoestruturas de CLL anisotropico semelhante a fase hexagonal
(DANTE et al., 2018; SHAN et al., 2019; CAMPOS et al., 2020). Para confirmacdo desse
resultado é necessario realizar um teste complementar, como descrito na literatura, o

espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS).

6.2 Potencial zeta, diametro de particula e indice de polidispersidade

Nas Figuras 11-13 sdo apresentados resultados das medidas de potencial zeta,
didmetro de particulas e indice de polidispersidade das formulagdes (DT1-F6, DT1-F15, DT1-
F20, DT1-F21 e DT2-F21) durante o periodo de acompanhamento (30 dias).

O potencial zeta foi determinado por eletroforese, no qual se mede a carga elétrica de
superficie das particulas, e pode ser utilizado como indicativo de estabilidade termodindmica
dos sistemas dispersos (RIZWAN et al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003). Essa medida é
influenciada pela dissociagdo dos grupos funcionais na camada de superficie das particulas ou
da adsorcdo de cargas ibnicas presentes no meio. Em relacdo a estabilidade fisico-quimica,
valores relativamente maiores de potencial zeta tem sido considerado importante para
minimizar a tendéncia de agregacédo das particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Na Figura 11 sdo apresentados os resultados de potencial zeta das formulagdes de
CLL. Os valores de potencial zeta foram negativos, devido a caracteristica e composicao
quimica das formulac6es analisadas. As formulacdes apresentaram valor médio entre (-) 15,8
e (-) 30,0 mV durante periodo de acompanhamento. Alguns estudos, observados na literatura,
consideraram sistemas baseados em CLL estaveis, quando apresentam potencial zeta entre (-)
15mV e (-) 33 mV (EL-REFAIE et al., 2015; JIN et al., 2013; SOUZA et al., 2020).

Estatisticamente as formulagdes foram analisadas intragrupo e entre os grupos, dessa
forma, no intragrupo foram analisados as formulag6es isoladas em fungdo do tempo e entre 0s
grupos foram comparadas todas as formulacGes em cada tempo isolado (1, 7, 15 e 30). Assim,
quando analisado intragrupo as formulagdes DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21 foram diferentes
estatisticamente (p<0,05) e as formulagdes DT1-F15 e DT1-F20 foram semelhantes (p>0,05).
Em anélise entre os grupos, as formulagbes DT1-F6, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21 foram
semelhantes (p>0,05) e a formulacdo DT1-F15 foi estatisticamente diferente (p<0,05) para

todos os tempos analisados.
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Figura 11 - Resultados das medidas de potencial zeta das formulagGes de cristal liquido liotrépico
(DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) durante 30 dias
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Nota: (*) Significa que ha diferenga estatistica para 0 mesmo tempo de acompanhamento (p<0,05). (**)
Significa que ndo ha diferenca estatistica para o mesmo tempo de acompanhamento (p>0,05) (n = 3).
Formulagbes de CLL (DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) compostas por Monoleina:Agua

ultrapura:Poloxamer 407.
Fonte: Elaboragéo propria.

O diametro de particula é um indicativo de estabilidade termodinamica dos sistemas
dispersos (RIZWAN et al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003). Segundo Marcato (2009), o

didametro de particulas é influenciado pela composicdo das amostras, método de obtencdo e

condicdes de preparacdo (temperatura e agitacdo). Os resultados das medidas de diametro de

particulas das formulacfes de CLL sdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Resultados das medidas de diametro de particulas das formulagdes de cristal liquido

liotrépico (DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) durante 30 dias
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Nota: (*) Significa que ha diferenca estatistica para 0 mesmo tempo de acompanhamento (p<0,05). (**)
Significa que ndo ha diferenca estatistica para 0o mesmo tempo de acompanhamento (p>0,05) (n = 3).
Formulagbes de CLL (DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) compostas por Monoleina:Agua

ultrapura:Poloxamer 407.
Fonte: Elaboragéo propria.
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As formulacBes apresentaram valor médio entre 37,4 nm e 398,9 nm no periodo do
acompanhamento. De acordo com Avachat; Parpani, (2015); El-Refaie et al., (2015); Souza et
al., (2020) as formulacdes precursoras de CLL apresentam estabilidade termodindmica com
didametro de particulas com valor médio entre 99,2 nm e 245 nm, durante periodo de
acompanhamento.

Estatisticamente (Fig. 12) as formulagdes foram analisadas intragrupo e entre os
grupos, ou seja, intragrupo foram analisadas as formulagdes isoladas em funcdo do tempo e
entre os grupos foram comparadas todas as formulacdes a cada tempo isolado (1, 7, 15 e 30).
Assim, quando analisados intragrupo e entre os grupos todas as formulagdes (DT1-F6, DT1-
F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

De acordo com Cho, (2013), uma organizacdo da distribuicdo do diametro de
particulas ocorre, quando h& uma variacdo do indice de polidispersidade. Os sistemas
homogéneos apresentam indice de polidispersidade inferior a 0,25, e consequentemente, séo
indicativos de sistemas termodinamicamente mais estaveis. Os resultados do indice de
polidispersidade para as formulacdes de CLL sdo apresentados na Figura 13. As formulacGes

apresentaram valor médio entre 0,25 e 0,35 durante periodo de acompanhamento.

Figura 13 - Resultados das medidas do indice de polidispersidade das formulagdes de cristal liquido
liotrépico (DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) durante 30 dias
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Nota: (*) Significa que ha diferenca estatistica para 0 mesmo tempo de acompanhamento (p<0,05). (**)
Significa que ndo ha diferenca estatistica para 0 mesmo tempo de acompanhamento (p>0,05) (n = 3).
Formulagdes de CLL (DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) compostas por Monoleina:Agua
ultrapura:Poloxamer 407.
Fonte: Elaboracéo propria.

Estatisticamente (Fig. 13) as formulacdes foram analisadas intragrupo e entre os
grupos, ou seja, intragrupo foram analisadas as formulagdes isoladas em func¢éo do tempo e

entre os grupos foram comparadas todas as formulacdes a cada tempo isolado (1, 7, 15 e 30).
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Quando analisados intragrupo as formulagbes DT1-F6 e DT1-F15 foram diferentes
estatisticamente (p<0,05), e as formulagcbes DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21 foram
semelhantes (p>0,05). Em andlise entre 0s grupos, nos tempos 1, 15 e 30 dias todas as
formulagbes (DT1-F6, DT1-F15, DT1-F20, DT1-F21 e DT2-F21) foram consideradas
estatisticamente semelhantes (p>0,05). Porém, no tempo de 7 dias, as formulacbes DT1-F6,
DT1-F15, DT1-F20 e DT2-F21 foram consideradas estatisticamente semelhantes (p>0,05), e
a formulacdo DT1-F21 foi diferente estatisticamente (p<0,05).

Conforme os resultados do estudo de estabilidade termodinamica (Fig. 11, Fig. 12 e
Fig. 13) foi possivel selecionar as formulacGes de CLL mais estaveis ao longo do periodo
analisado. De acordo com as medidas de potencial zeta, didmetro de particulas e indice de
polidispersidade as formulagbes DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21 foram selecionadas por
apresentar resultados mais apropriados para funcionalizar os scaffolds acelulares.

As formulagdes selecionadas apresentam a mesma proporcdo de fase oleosa (10%),
porém, as formulacdes DT1-F6 e DT1-F21 foram obtidas com a MO-18-92 e a DT2-F21 foi
obtida com a MO-18-99. Quanto a proporcdo de fase aquosa e hidrotropo, a DT1-F6
apresenta, respectivamente, 60% e 30%. E as formulacbes DT1-F21 e DT2-F21 foram
compostas por 30% de fase aquosa e 60% de hidrétropo. Dessa forma, as formulacGes
selecionadas (DT1-F6, DT1-21 e DT2-21) prosseguiram para avaliacdo fisico-quimica, sendo
caracterizadas por FTIR e DSC.

6.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi usado para analisar 0s grupamentos quimicos caracteristicos dos
componentes das formulagdes (MO-18-92, MO-18-99 e P407) e formulagdes de CLL (DT1-
F6, DT1-F21 e DT2-F21) usando FTIR-ATR em modo transmitancia. A Figura 14 mostra 0s
resultados dos espectros de infravermelho dos componentes das formulacdes e formulacbes de
CLL.
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Figura 14 - Resultados dos espectros dos componentes das formulagdes (MO-18-92, MO-18-99 e
P407) e formulacBes de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21) avaliados por FTIR
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Nota: MO-18-92 - Monoleina 18-92; MO-18-99 - Monoleina 18-99; P407 - Poloxamer 407; FormulagGes de
CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21) compostas por Monoleina:Agua ultrapura:P407.
Fonte: Elaborag&o propria.

De acordo com os resultados dos espectros (Fig. 14), as monoleinas (MO-18-92 e
MO-18-99) apresentaram bandas referentes ao grupo hidroxila (-OH) em 3.385 cm™, vibragdo
correspondente a ligagdo CH=CH em 3.007 cm™. Em 2.924 cm™ foi relatado como grupo
CHz, o estiramento em 2.854 cm™ foi descrito como grupo éster, e a banda em 1.739 cm™
corresponde ao grupo carbonila (C=0) (NILSSON; HOLMGREN; LINDBLOM, 1994;
TANG et al., 2008). Nos espectros de P407 foram observados grupo hidroxila, grupo C-H
alifatico e vibracdes de C-O em duas regides, respectivamente, em 3.500 cm™ 2.889 cm™,
1.469 cm™e 1.109 cm™ (WANG et al., 2006; JINDAL; MEHTA, 2015; LI et al., 2017).

Nos espectros das formulagbes na DT1-F6 foi possivel observar bandas
correspondentes ao grupo -OH, vibragbes de CH,, estiramento de C=0 e C-O,
respectivamente, em 3.479 cm™ 2.928 cm™, 1.649 cm™ e 1.084 cm™. A formulagio DT1-F21
apresentou banda correspondente ao grupo -OH em 3.462 cm™ banda em 2.920 cm™ foi
correspondente a vibragdo de CH., banda em 1.651 cm™ foi descrito como grupo carbonila e
vibragdes da ligagdo de C-O em 1.095 cm™. Na formulagio DT2-F21 as bandas descrita para
grupo -OH, vibragdes de CH>, grupo carbonila e estiramento de C-O foram observados,
respectivamente, em 3.445 cm™ 2.922 cm™?, 1.649 cm™ e 1.093 cm™.

O estiramento de ligagdo C-O (1.084 cm™) na formulagdo DT1-F6 foi observado em
menor intensidade, quando comparada com as formulacbes DT1-F21 e DT2-F21. Esse
resultado pode ser atribuido a diferenca de proporcao de P407 nas formulagdes, a DT1-F6 foi
composta (em percentual) por 10:60:30, respectivamente, para monoleina, agua ultrapura e
P407 e as formulagGes DT1-F21 e DT2-F21 foram compostas (em percentual) por 10:30:60,
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respectivamente, para monoleina, dgua ultrapura e P407. Portanto, as formulacfes de CLL

obtidas apresentaram grupos funcionais caracteristicos de monoleina (MO-18-92 e MO-18-

99) e P407, indicando que houve uma interacdo quimica entre 0s componentes das

formulagoes.

6.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A avaliacdo termoanalitica permitiu identificar as mudangas nas transformacoes fisico-

quimicas influenciadas pelo aguecimento dos componentes das formulagdes (MO-18-92, MO-
18-99 e P407) e formulacBes de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21). Essa analise foi
realizada usando DSC, e os resultados dos termogramas estdo apresentados na Figura 15 e na

Tabela 4 sdo mostrados os resultados de temperatura de fuséo e entalpia calorimétrica (AH).

Figura 15 - Resultados dos termogramas dos componentes das formulagdes e formulagdes de CLL
avaliados por DSC
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Fonte: Elaboragdo propria.
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Nota: MO-18-92 - Monoleina 18-92; MO-18-99 - Monoleina 18-99; P407 - Poloxamer 407; Formulagdes de
CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21) compostas por Monoleina:Agua ultrapura:P407.

Tabela 4 - Resultados da temperatura de fusao e entalpia de calorimétrica dos componentes das
formulagdes e formulagGes de CLL avaliados por DSC

Amostras

Parametros avaliados

Temperatura de fuséo (°C) | Entalpia calorimétrica (J/g)

Monoleina 18-92
Monoleina 18-99
Poloxamer 407

DT1-F6

(1° evento térmico)
DT1-F21 (2° evento térmico)
DT2-F21 (1° evento térmico)

(2° evento térmico)

46,8
75,4
56,2
103,4
52,5
99,3
53,9
103,7

-199,9
-362,3
-151,7
-44.7
-4,2
57,4
-16,5
-30,1

Legenda: CLL-DT1-F21 (monoleina 18-92:P407:4gua ultrapura); CLL-DT2-F21 (monoleina 18-99:P407:4gua

ultrapura).
Fonte: Elaboragao propria.
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De acordo com os resultados de termogramas (Fig. 15), temperatura de fusdo e
entalpia calorimétrica (Tab. 4), todas as amostras analisadas apresentaram picos
endotérmicos. Na MO-18-92 foi observado um evento térmico a 46,8 °C (inicio: 46,0 °C;
final: 47,9 °C), e na MO-18-99 apresentou um evento térmico a 75,4 °C (inicio: 59,7 °C; final:
81,5 °C). Esses resultados da monoleina foram diferentes dos encontrados na literatura, onde
descrevem temperatura de fusdo entre 20,0-37,0 °C, e isso pode ser atribuido a composicao e
origem da monoleina (CHANG; BODMEIER, 1997; ABE; TAKAHASHI, 2007; BEI et al.,
2010; THAPA et al., 2015).

Para P407 foi observado um evento térmico a 56,2 °C (inicio: 53,6 °C; final: 57,9 °C)
semelhante ao descrito por Bei et al., (2010) e Thapa et al., (2015). Nas formulagdes de CLL,
em DT1-F6 foi observado um evento térmico a 103,3 °C (inicio: 100,7 °C; final: 111,4 °C).
Em DT1-F21 apresentaram dois eventos térmicos a 52,5 °C (inicio: 50,6 °C; final: 55,6 °C) e
outro em 99,3 °C (inicio: 93,7 °C; final: 106,7 °C). Para a DT2-F21 também foram
encontrados dois eventos térmicos a 53,9 °C (Inicio: 48,4 °C; Final: 57,2 °C) e em103,7 °C
(inicio: 98,3 °C; final: 109,5 °C).

Quando comparamos as formulacdes (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21) o evento térmico
na regido entre 25-75 °C para a formulagdo DT1-F6 apresentou menor intensidade, isso pode
ser justificado pela composi¢do da formulacgéo, pois as DT1-F21 e DT2-F21 sd&o compostas
com menor concentracdo de P407. Entretanto, o evento térmico entre 75-125 °C esté presente
em todas as formulagdes, indicando e sugerindo a formacdo das nanoparticulas de CLL,
devido seu arranjo similar.

Os resultados confirmam que houve uma solubilizacdo, interacdo entre 0s
componentes das formulagdes (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21) e formagéo de CLL (Fig. 15 e
Tab. 4). O DSC € um método frequentemente usado para analise térmica, e comumente, é
associado a técnica de microscopia com luz polarizada, para investigar e determinar a
formacdo das nanoparticulas de CLL, devido a temperatura ser um processo crucial, para
induzir a auto-organizacdo e ordenamento molecular dos CLL (SOUZA et al., 2020).

7 CONCLUSOES

O diagrama ternario de fases usado na preparacdo das formulaces precursoras de
CLL foi eficiente para obter e selecionar as melhores formulages, que apresentaram
equilibrio fisico e quimico. A diferenca do tipo de fase oleosa (MO-18-92 ou MO-18-99) na

obtencdo das formulagbes influenciou nos resultados macroscopico, microscopico,



54

estabilidade termodindmica (potencial zeta, didmetro de particula e indice de
polidispersidade) e avaliacdo fisico-quimica.

As formulacdes de CLL selecionadas foram caracterizadas como sistema viscoso
translicido. Na avaliacdo microscopica e fisico-quimica usando DSC pode concluir a
obtencdo de sistema liquido cristalino anisotrépico com caracteristica similar a CLL de fase
hexagonal, devido a presenca de arranjo termoanalitico que indicam a auto-organizagdo de
CLL.

A estabilidade termodinamica foi crucial para selecionar as melhores formulacdes,
sendo as DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21 consideradas como mais estaveis ao longo do periodo
analisado (30 dias). Os espectros de FTIR mostraram que as formulagdes selecionadas (DT1-
F6, DT1-F21 e DT2-F21) apresentaram interacdo quimica entre 0s componentes das
formulacBes. Assim, de acordo com esses resultados podemos concluir que as formulagdes
precursoras de CLL obtidas possuem estabilidade termodinamica, fisico-quimica e potencial

para funcionalizar o scaffold acelular .
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8 SCAFFOLD ACELULAR OBTIDO POR COMPRESSAO PLASTICA:
AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FIiSICO-QUIMICA, MECANICA E
MORFOLOGICA

8.1 Resumo gréfico
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Fonte: Elaboracéo propria.

8.2 Introducao

Os scaffolds sdo caracterizados como estruturas tridimensionais porosas, capazes de
atuar como analogos e suporte do tecido a ser reparado, para estimular respostas especificas
em nivel celular, propiciando formacéo de um novo tecido e recuperacdo tecidual e funcional
do tecido lesionado (BALMERT; LITTLE, 2012; LIU; HOLZWARTH; MA, 2012).

Para aplicagdo os scaffolds necessitam atender alguns requisitos como ser (i)
biocompativel e biodegradavel; (ii) apresentar superficie porosa e tridimensional; (iii) possuir
integridade mecanica para suporte no reparo tecidual; (iv) possuir superficie funcionalizada e
topografica para interagir com as células e (v) mimetizar os aspectos fisico-quimicos e
desempenhar as funcgdes nativas do tecido a ser reparado (SERPOOSHAN et al., 2013;
BAOLIN; PETER X., 2014).

O microambiente dos scaffolds e escolha dos biomateriais sdo pontos criticos na
projecdo da estrutura tridimensional porosa. Os biomateriais podem influenciar na interacéo
microambiente-tecido, e quando funcionalizados podem auxiliar na ancoragem de células
dependentes de ancoragem e fixacdo. Os biomateriais tem como principais propriedades
serem ndo-toxicos, biocompativeis e biodegradaveis (SARIG; MACHLUF, 2011;
SERPOOSHAN et al., 2013).
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Nesse estudo o objetivo foi desenvolver scaffold acelular obtido por compresséo
plastica para aplicagdo no tecido cardiaco lesionado. Os scaffolds acelulares foram
caracterizados por propriedades mecanicas usando texturdmetro, avaliacdo morfoldgica
usando microscopia eletronica de varredura, avaliagio morfoldgica e estrutural por
microtomografia computadorizada tridimensional e avaliagdo fisico-quimica por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e calorimetria exploratoria
diferencial, estudo de intumescimento e desintegracdo usando estufa com circulacdo e

renovacdo de ar e estudo de condutividade elétrica usando condutivimetro.
8.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental desse estudo foi realizado em escala laboratorial, no
Laboratorio de biomateriais e nanotecnologia da Universidade de Sorocaba (LaBNUS). O
desenvolvimento desse estudo para obtencao, caracterizacédo e selecdo dos scaffolds acelulares

estdo apresentadas esquematicamente na Figura 16.

Figura 16 - Fluxograma esquematico da obtencdo, caracterizacao e selecdo dos scaffolds acelulares

Scaffold acelular obtido por compressao plastica

Colageno bovino tipo | (COL)

Componentes das Acido hialurénico (AH) Projegao e obtengao do
formulagdes Solugao de fibroina da seda (FS) scaffold acelular

Poloxamer 407® (P407) l

Caracterizagao das formulagao
do scaffold acelular

f ‘ Propriedades mecanicas |
I

| Microtomografia computadorizada (uCT) |

Selecao das formulacgoes ‘<

‘ Estudo de desintegragao ‘

\ ‘ Estudo de intumescimento |

Nota: MEV - Microscopia eletrdnica de varredura; FTIR - Espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier; DSC - Calorimetria exploratoria diferencial.
Fonte: Elaboragéo propria.

9 MATERIAL E METODOS

9.1 Material

Colageno bovino tipo | cedido pela Novaprom Food Ingredients. Especificacfes
fisico-quimicas: proteina (N x 6.25) > 98%, umidade < 12%, gordura < 3%, cinzas < 5% e pH
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(sol. a 12,5%) 6,0-8,0. (Lote: 112520170531, Lins, SP, Brasil), poloxamer 407® (Sigma-
Aldrich, Lote: BCBQ6661V, Saint Louis, EUA), &cido hialurénico 1% (Bioproducts, Lote:
110061, Sao Paulo, SP, Brasil), fibroina da seda (Bombyx mori) (os casulos do bicho-da-seda
foram usados para extrair a solucdo de fibroina da seda), agua ultrapura (18,2 MQ.cm-1) e
hidréxido de sodio (NaOH) (Dindmica, Lote: 53187, Diadema, SP, Brasil). Todos o0s

reagentes usados foram de grau analitico.

9.2 Métodos

9.2.1 Processo de extracao da fibroina da seda (Bombyx mori)

O processo de extracdo da fibroina da seda (Bombyx mori) foi realizado como descrito
por Alves; Aranha; Chaud, (2018) e Komatsu et al., (2017). Resumidamente, os casulos do
bicho-da-seda foram cortados e adicionados em solucdo aquosa de carbonato de sodio
(Na2C0O3) a 0,5 %, e mantidos a 120 °C por 15 minutos em autoclave (80 Kps). Na sequéncia,
a fibroina foi lavada com agua ultrapura e seca a 50 °C em estufa com circulacdo e renovacgao
de ar (Tecnal, TE-394/2, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) durante 24 horas. Ap6s secagem, a
fibroina foi dispersa em solucdo de cloreto de calcio, etanol e &gua (CaCl2.2H20 -
CH3CH20H - H20; com razdo molar de 1:2:6) a 85 °C em banho termostatico (Brookfield,
TC 550, Middleborough, EUA). Essa dispersdo foi submetida ao processo de dialise em
membrana de celulose (limite de massa molar de 14.000 Dalton) por 72 horas sob agitacéo
magnética (Quimis aparelhos cientificos, 241.2, Diadema, SP, Brasil), para obter a solu¢do de
fibroina da seda (FS). Nesse processo a concentracao final de FS pode variar entre 2,0-3,0%,

essa concentracdo foi determinada pela massa remanescente de FS apds secagem.

9.2.2 Preparagéo e obtencdo dos scaffolds acelulares

O desenvolvimento dos scaffolds acelulares envolveu duas etapas (i) preparacdo de
hidrogel e (ii) compressdo plastica. Resumidamente, a preparagdo de hidrogel consiste na
dispersdo de colageno bovino tipo | (COL), acido hialurénico (AH), solugédo de fibroina da
seda (SF) e poloxamer 407® (P407) em agua ultrapura (m/v). Essa dispersdo foi agitada
manualmente até obter uma mistura homogénea e, em seguida, o pH foi ajustado para 10,
usando NaOH 2M. Apds esse processo, a dispersdo foi transferida para recipiente cilindrico
com capacidade volumétrica de 10 mL (didmetro e altura de 20 mm) e mantida em
refrigerador a 10+1 °C (Brastemp, BRM42EB, S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil) por 24

horas para promover reticulagéo.
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A compressdo pléstica do hidrogel foi realizada com prensa hidraulica (Shimadzu,
SSP-10A. Kyoto, Japao) aplicando uma forga de compressao estatica (de cima pra baixo) de 4
KN durante 10 minutos, de acordo com a técnica descrita por Alves et al., (2018). Apos a
compressdo, as formulagdes foram ultracongeladas a -80 °C (UFR30, Liotop, Séo Carlos, SP,
Brasil) e liofilizadas (L101, Liotop, S&o Carlos, SP, Brasil) por 24 horas. Nesse estudo foram
obtidas quatro diferentes formulagdes (FA-FD), que variam na concentracdo de AH (Tabela
5).

Tabela 5 - Composicao das formulacdes dos scaffolds acelulares (FA-FD)

Formulacdes

Composicao (m/v)

FA FB FC FD
Coléageno bovino tipo | (COL) 5090 5090 5090 509
Acido hialurnico 1% (AH) - 249 129 0,18g
Fibroina da seda 3% (FS) 0,08¢ 0,089 0,08 ¢ 0,08 g
Poloxamer 407® (P407) 0,04¢g 0,04¢g 0,04¢g 0,044
Agua ultrapura gsp. 74,88 mL 72,48 mL 73,68 mL 74,7 mL

Fonte: Elaboragéo propria.

9.2.3 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas (perfuracdo, resiliéncia, relaxacdo, tracdo e modulo
elastico) dos scaffolds acelulares foram avaliadas usando texturdmetro (Stable Micro Systems.
TA-XT Plus, Surrey, Reino Unido). Para ensaio, o equipamento foi calibrado com célula de 5
Kg. Em triplicata, as amostras (25 mm?) foram hidratadas em agua ultrapura, sendo o excesso
removido com papel absorvente. Os parametros usados para perfuracdo, resiliéncia, relaxacéo
e modulo elastico foi em modo de teste de compressdo. Apenas para tracdo, 0 modo de teste
foi em tensdo. A velocidade de teste foi 0,5 mm.s para resiliéncia, relaxacio e modulo
elastico, sendo 1,0 mm.s? para perfuracdo. A velocidade de pré-teste foi 1,0 mm.s? para
resiliéncia, relaxacdo, modulo elastico e tracdo, porém, para perfuracio foi 2,0 mm.s?®. A
velocidade de pds-teste foi 0,5 mm.s? para resiliéncia e modulo eléastico e 10 mm.s* para
perfuracdo, relaxacdo e tracdo. Todos 0s ensaios utilizaram uma forca de gatilho de 0,049 N.
Os resultados foram adquiridos pelo software Exponent Texture Analysis.

9.2.4 Caracteristicas morfométricas

As caracteristicas morfométricas dos scaffolds acelulares  (porosidade,
interconectividade de poros e grau de anisotropia) foram avaliados por microtomografia
computadorizada tridimensional (UCT). As analises foram realizadas usando microtomografia

de raios-X (Brucker-micro-CT-SkyScan 1174v2, Kontich, Bélgica), com tamanho de pixel de
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imagem de 17 um, fonte de tensdo de 29 kV, fonte de corrente de 661 pA e exposicdo de
4.000 ms. As analises foram adquiridas em modelos virtuais em 3D e os dados foram obtidos
pelo software CT Analyzer v. 1.13.5.

9.2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens das superficies dos scaffolds acelulares foram obtidas usando microscopio
eletronico de varredura (JEOL. JSM-1T200, Tokyo, Japdo), com tensédo elétrica acelerada de
20kV e magnificacdo de 100x e 250x. Todas as amostras foram fixadas em porta-amostra,
usando uma fita adesiva dupla-face de carbono, em seguida, as amostras foram recobertas
com particulas de ouro, usando metalizador de alto vacuo (Smart coater. DII-29010SCTR,
Tokyo, Japan) por 4 minutos a 15 mA. Os resultados foram adquiridos pelo software SEM
Operations 3.110.

9.2.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
A andlise de FTIR foi usada para determinar os grupamentos quimicos do COL, AH,
SF, P407 e scaffolds acelulares (FA-FD). A caracterizacdo foi realizada conforme descrito no

item 5.2.4 (Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) - Capitulo

).

9.2.7 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
A caracterizacdo termoanalitica de COL, AH, SF, P407 e scaffolds acelulares (FA-FD)
foram obtidas usando DSC. A andlise foi realizada conforme descrito no item 5.2.5

(Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) - Capitulo 11).

9.2.8 Estudo de intumescimento

O estudo de intumescimento foi realizado como descrito por Martinez et al., (2015),
com ligeiras modificacOes. Resumidamente, as amostras (1 cm?), em triplicata, foram imersas
em 2,0 mL de tampédo fosfato de pH 7,4 sob aquecimento a 37£2 °C, em estufa com
circulacdo e renovacgéo de ar. O estudo foi realizado durante 120 horas, com intervalo de 24
horas. Nesse estudo foram realizadas duas medidas, sendo (A) medida que avalia a
capacidade de intumescimento da estrutura completa dos scaffolds (matriz e sistema de
poros). A cada tempo as amostras foram removidas do meio e determinada a massa (Wws); e
(B) as amostras eram acomodados e pressionadas em papel de filtro (diametro de 90 mm),

para remover o liquido intersticial do meio presente no sistema de poros. E novamente as
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massas foram verificadas (Wwm), para avaliar a capacidade de intumescimento apenas da
matriz. Ap0Os esse processo, os scaffolds foram secos & 37+2 °C em estufa com circulacéo e
renovacdo de ar, até atingir massa constante (Wd). Os resultados da capacidade de
intumescimento foram expressos em percentual, sendo calculados de acordo com a Eq. (1),

onde Ww representa Wws ou Wwm.

Ww — Wd

Fluido absorvido pelo scaf fold (%) = 100 . wa

(1)

9.2.9 Estudo de desintegracao

O estudo de desintegracao foi realizado como descrito por Martinez et al., (2015), com
ligeiras modificacbes. Resumidamente, as amostras (1 cm?), em triplicata, foram imersas em
2,0 mL de tampdo fosfato de pH 7,4, sob aquecimento a 37+2 °C em estufa com circulagdo e
renovacdo de ar, para avaliar o perfil de desintegracao. As massas das amostras secas (Wd”)
foram previamente registradas. O estudo foi realizado durante 120 horas, com intervalo de 24
horas. A cada tempo, as amostras eram removidas do meio e secas a 37+2 °C em estufa com
circulacdo e renovacgdo de ar, até atingir massa constante (\Wa). Durante esse periodo foram
realizadas medidas de pH do meio, em triplicata, usando medidor de pH digital (Tecnal, TE-5.
Piracicaba, Brasil). Os resultados da perda de massa foram expressos em percentual, sendo

calculados de acordo com a Eq. (2).

Wd'— Wa

Perda de massa (%) = 100 . W

(2)

9.2.10 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). As analises
estatisticas foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey
para comparagao entre as medias, com intervalo de confianca de 95%. O valor de P <0,05 foi

considerado significativo.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Obtencéo dos scaffolds acelulares

Os scaffolds acelulares baseados em hidrogel foram obtidos, resumidamente, em trés
etapas (Figura 17). A dispersdo de polimeros € um método amplamente utilizado na area
farmacéutica. Neste estudo, a dispersdo de polimeros (1) foi utilizada para a obtencdo do
hidrogel. O hidrogel é conhecido como material constituido do grupo de materiais
poliméricos, sendo estruturas hidrofilicas que possuem capacidade de reter grandes
guantidades de agua, em suas redes tridimensionais. Assim, o hidrogel foi definido como
biomaterial intumescido por agua, obtido com reticulacdo polimérica de reacdo simples de um
ou mais monémeros (AHMED, 2015).

A técnica de compressdo plastica (2) tém por objetivo promover a compressdo de
hidrogéis, resultando em scaffolds com propriedades mecanicas adequadas para suporte
celular. A forca de compresséo pléstica foi aplicada de forma unidimensional, para obter um
scaffold relativamente denso com camadas (lamelas) sobrepostas. Nesse processo também
ocorre a remocdo parcial do liquido intersticial, para adquirir um dispositivo acelular
tridimensional estruturado, com topografia, porosidade e rigidez adequadas (BROWN et al.,
2005; SERPOOSHAN et al., 2013). Apds a compressdo plastica, a liofilizacdo (3) é a ultima
etapa do processo. A liofilizacdo € um método de ultracongelamento, seguido pelo processo
de sublimac&o, garantindo a remocdo completa do liquido intersticial e formacdo do sistema
de poros (VALENCIA et al., 2018).

Figura 17 - Etapas do processo para obtengdo dos scaffolds acelulares
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Fonte: Elaboragao propria.
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10.2 Propriedades mecanicas

O texturdmetro foi usado para medir as propriedades mecanicas, utilizando o modo de
compressdo ou tracdo. A Figura 18 mostra os resultados dessas propriedades nos scaffolds
acelulares (FA-FD). As propriedades mecanicas para scaffolds usados na engenharia de
tecidos sdo parametros criticos para obter sucesso na aplicacdo. Os scaffolds devem apresentar
resisténcia mecénica e taxa de desintegracdo adequada, com superficie bioativa para
favorecer o rapido reparo tecidual (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Conforme descrito
por Mano, (1991) essas propriedades estdo relacionadas a capacidade dos materiais
desenvolverem deformacgfes reversiveis ou irreversiveis. A medida das propriedades
mecanicas compreendem as caracteristicas estruturais de resposta dos materiais a influéncia
mecénica externa.

As propriedades mecéanicas avaliadas foram (i) resisténcia a perfuracdo (ductilidade) é
a capacidade do material se deformar até causar a ruptura, resultando em uma deformacéo a
fratura; (ii) resiliéncia é uma medida da capacidade dos materiais absorverem energia durante
a deformacdo elastica. Isso significa que os materiais resilientes, retornam ao estado inicial
apos a remocdo da forca aplicada; (iii) flexibilidade (mddulo de flexdo) € uma medida
relacionada com a tensdo de flexdo e a resposta da tensdo de flexdo, resultando na resposta a
deformacdo em modo de compressdo ou tensdo perpendicular sob carga, ndo causando uma
fratura no material; (iv) resisténcia a tracdo (médulo de elongagéo) € a tensdo méxima que um
material pode suportar antes de romper; (v) médulo elastico (mddulo de Young) é a medida
de deformacdo em resposta da tensdo de tracdo aplicada, o resultado indica a rigidez do
material (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; ALVES et al., 2019a; ELKATATNY et al.,
2018).
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Figura 18 - Resultados das propriedades mecanicas dos scaffolds acelulares (FA-FD)
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Nota: (*) Significa que ha diferenca estatistica na mesma anélise (p<0,05). (**) Significa que ndo h4 diferenca
estatistica na mesma analise (p>0,05) (n = 3).
Fonte: Elaboracéo propria.

De acordo com a Fig. 18, na resisténcia a perfuracdo (ductilidade) as amostras (FA-
FD) foram estatisticamente diferentes (p<0,05). A maior resisténcia a perfuracdo foi
observada para FD (0,546+0,066 N). Para resiliéncia, as formulaces foram estatisticamente
semelhantes (p>0,05) entre FA; FD e FB; FC. Os scaffolds em FA (0,283+0,028 N) e FD
(0,270+0,015 N) foram considerados mais resilientes. Para flexibilidade, todas as formulagfes
(FA-FD) foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), sendo FD (0,188 = 0,009 N) a
formulacdo com maior flexibilidade.

Para resisténcia a tracdo (mddulo de elongacgdo), as formulacGes FA e FB foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05), e a FC e FD foram estatisticamente diferentes
(p<0,05). A formulacdo FD (0,626 + 0,060 N) apresentou uma maior resisténcia a tracdo. Para
0 moédulo elastico, as formulacdes (FA-FD) ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).
Esses resultados confirmam, que a variagcdo da concentracdo de AH no desenvolvimento dos
scaffolds acelulares (FA-FD) influenciaram nas propriedades mecénicas, principalmente, para
perfuracdo, resiliéncia e tragdo, sendo os melhores resultados encontrados para a formulacéo
FD (0,6%).

10.3 Caracteristicas morfométricas

As caracteristicas morfolégicas e morfométricas do scaffolds acelulares (FA-FD)

foram avaliadas usando microtomografia computadorizada tridimensional (UCT). Os
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resultados das caracteristicas morfologicas foram apresentados na Figura 19, e na Tabela 6 0s

dados numéricos das caracteristicas morfométricas.

Figura 19 - Resultados das imagens morfoldgicas dos scaffolds acelulares (FA-FD) avaliados por
mlcroscopla computadorlzada tridimensional
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Nota: As setas indicam as areas com porosidade.
Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 6 - Resultados numéricos das caracteristicas morfométricas dos scaffolds acelulares (FA-FD)
avaliados por microtomografia computadorizada tridimensional

Formulacdes

Parametros avaliados |

FA FB | FC | FD
Interconectividade de poros (%) 76,20 76,00 74,86 74,96
Volume de poros abertos (mm?3) 6,74 6,58 4,67 7,29
Poros fechados (%) 0,08 0,07 0,07 0,07
Grau de anisotropia 0,64 0,59 0,40 0,88

Fonte: Elaboracéo propria.

De acordo com as caracteristicas morfologica (Fig. 19) foi possivel observar a
diferenca de densidade e presenca de poros entre as formulagdes (FA-FD). A formulacdo FD
apresentou maior densidade, e esse resultado pode ser observado pelas areas de coloragédo azul
(Fig. 19-FD). Esse fendmeno ocorre, possivelmente, devido a um maior grau de reticulacéo
(SILVA et al., 2014). Nas caracteristicas morfométrica (Tab. 6) constatou que a variagdo da
concentragdo de AH influenciou nos resultados. Os resultados de FD (AH 0,6 %) foram
significativos, apresentando uma interconectividade de poros adequada (74,96 %), com
maiores valores encontrados para volume de poros abertos (7,29 mm?®) e grau de anisotropia
(0,88).

A medida da porosidade ¢ um parametro critico a ser avaliado na projecdo de
scaffolds. Esse microambiente e a arquitetura sdo projetados para oferecer suporte a
diferenciacdo e organizacdo celular, prevenindo morte celular dependente de ancoragem.
Assim, a escolha dos biomateriais é importante para desenvolvimento do dispositivo

biomédico, pois o scaffold deve desempenhar funcdes bioldgicas, quimicas e mecanicas para
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atrair as células nativas dos tecidos e promover ancoragem para as células dependentes de
fixacdo (ELTOM; ZHONG; MUHAMMAD, 2019; RANE; CHRISTMAN, 2011; SARIG;
MACHLUF, 2011).

Além da porosidade, a medida do grau de anisotropia também é fundamental para
influenciar e levar a novas diferenciagfes dos tecidos (MULDER; BUMA; HANNINK,
2009). A medida do grau de anisotropia pode ser influenciada pela escolha do método. Assim,
a técnica de compressdo plastica, seguida por liofilizacdo tem sido amplamente utilizada em
dispositivos  tridimensionais  porosos. Os scaffolds acelulares fabricados por
ultracongelamento, formam dispositivos com estrutura de poros anisotropicos (ALVES et al.,
2019a).

Valores com grau de anisotropia préximos a zero, indicam que sdo estruturas
isotropicas, e valores proximos a 1 sdo estruturas anisotropicas. Os scaffolds com
caracteristicas isotropicas ndo tém relacdo estrutural e funcional com tecido nativo, mas
quando os scaffolds tém caracteristicas anisotropicas e sdo fabricados com relacdo direta na
organizacdo do tecido nativo, apresentam semelhanca estrutural hierarquica em diversos tipos
de células da MEC, como o colageno. O reparo tecidual com scaffold anisotropico pode ser
mais eficaz por apresentar arranjo arquitetonico, e ser anatomicamente mais semelhante ao
tecido nativo e a morfologia celular (MULDER; BUMA; HANNINK, 2009).

10.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens microscépicas usando MEV da superficie dos scaffolds acelulares (FA-
FD), com magnificacdo de 100x e 250x sdo apresentadas na Figura 20. Os resultados
comparam as caracteristicas morfolégicas de superficie dos scaffolds acelulares (FA-FD).
Desta forma, de acordo com a Fig. 20 foi possivel observar microestruturas porosas regulares
continuas e uniformemente distribuidas com poros interligados, porém visualmente € possivel
observar a diferenca da conformacédo e arranjo dos poros nas formulagfes (FA-FB). Assim,
esses resultados corroboram com os resultados analisados pela microtomografia
computadorizada tridimensional (Fig. 19 e Tab. 6). A faixa de tamanho dos poros para 0s
scaffolds acelulares foram entre, respectivamente, 104-142 pm, 80-108 um, 70-108 um, e 90-
113 pm para as formulagdes FA, FB, FC e FD.
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Figura 20 - Resultados das imagens microscopicas dos scaffolds acelulares (FA-FD) com
magnificacdo de 100x e 250x caracterizadas por MEV

h
x, ‘(é

Y N

Fonte: Elaboracéo propria.

10.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi usado para analisar os grupamentos quimicos caracteristicos e as
interacdes entre os componentes das formulagdes e os scaffolds acelulares, utilizando FTIR no
modo de transmitancia. A Figura 21 mostra os resultados dos espectros de FTIR dos
componentes das formulagdes (COL, AH, FS e P407) (Fig. 21-A) e scaffolds biomimético

acelulares (FA-FD) (Fig. 21-B).



68

Figura 21 - Resultados dos espectros dos (A) componentes das formulacfes (COL, AH, FS e P407) e
(B) scaffolds acelulares (FA-FD) avaliados por FTIR
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solucio de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407. (B) FormulagBes de scaffolds acelulares (FA-FD). Fonte: Elaboracéo propria.

Nos espectros de infravermelho dos componentes das formulagdes (Fig. 21-A) foram
observados para COL bandas em 3.450 cm™ e 2.850 cm™, respectivamente, correspondentes
dos grupos -OH e -CHs. A banda em 1.635 cm foi caracteristica de amida I, correspondendo
a absorcgdo que surge principalmente de estiramento da vibragdo de C=0. Em 1.527 cm™ esta
relacionada para amida Il (N-H) e grupo C-N. Na banda de 1.240 cm™ foi relatado como
estiramento de amida I11. A banda observada em 1.448 cm™ e na regido de 1.417-1.360 cm™
foram descritas como estereoquimica dos anéis de pirrolidina de prolina e hidroxiprolina
(ALVES et al., 2018; LEON-MANCILLA et al., 2016).

Nos espectros do AH foram observados bandas entre 3.200-3.650 cm™ correspondente
do grupo -OH. As bandas entre 1.630-1.680 cm™ apresentaram estiramentos referente ao
grupo amida (-CO-NH). E entre 1.000-1.300 cm foi corresponde ao grupo carbonila (C=0)
(LIM et al., 2011; YU et al., 2013). O espectro de FS apresentou bandas em 1.643 cm™, 1.527
cm™ e 1.238 cm™ sendo, respectivamente, amida I, amida 11 e amida 111 (ALVES et al., 2018).
Nos espectros de P407 foram observados grupo hidroxila em 3.500 cm™, o pico em 2.889 cm
! corresponde ao grupo C-H alifético e as vibragdes de C-O foram apresentadas em 1.469 cm™
e 1.109 cm™ (JINDAL; MEHTA, 2015; LIU et al., 2017; WANG et al., 2006).

Nos espectros dos scaffolds acelulares (Fig. 21-B) foi possivel observar estiramentos
caracteristicos, indicando que houve interacdo quimica entre 0s componentes das
formulacdes. Especificamente para espectros de FD, foi possivel observar maior intensidade
na regido entre 3.200-3.650 cm?, referente ao grupo hidroxila (-OH) semelhante ao

estiramento de AH na forma natural.
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10.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A avaliacdo termoanalitica permitiu identificar as mudangas nas transformacgoes fisico-
quimica influenciada pelo aquecimento nos componentes das formulacdes (COL, AH, SF e
P407) e scaffolds acelulares (FA-FD). Essa analise foi realizada usando DSC e os resultados
estédo apresentados na Figura 22. De acordo com os resultados, as curvas dos termogramas de
DSC para os componentes das formulagdes (Fig. 22-A) e os scaffolds acelulares (Fig. 22-B)

apresentaram picos endotérmicos.

Figura 22 - Resultados das curvas dos termogramas dos (A) componentes das formulagdes (COL,
AH, SF e P407) e os scaffolds acelulares (B) avaliados por DSC
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solugdo de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407. (B) Formulag6es de scaffolds acelulares (FA-FD).
Fonte: Elaboracéo prépria.

Na Fig. 22-A, no termograma de COL foram observados trés eventos térmicos, sendo
a 85,7 °C (inicio: 39,7 °C; final: 124,7 °C) com entalpia calorimétrica (AH) de -203,8 J/g. Esse
pico foi associado a perda de agua das fibras de colageno. Esse fendmeno é indicativo de
desnaturacdo do colageno (Td), com o aumento da temperatura ocorre a quebra das ligacdes
de hidrogénio entre as triplas hélices, resultando na desidratacdo da rede em torno da
molécula de colageno (BADEA; USACHEVA; DELLA GATTA, 2015; LEON-MANCILLA
et al., 2016). Pico a 226,8 °C (inicio: 217,4 °C; final: 231,9 °C) esta relacionado a temperatura
de transicdo vitrea (Tg). E o ultimo pico observado para COL foi 272,6 °C (inicio: 253,7 °C;
final: 290,7 °C; AH: -27,0 J/g), sendo correlacionado a decomposi¢do de proteinas, devido a
perda de ligacBes de hidrogénio (ALVES et al., 2018; LEON-MANCILLA et al., 2016).

No termograma do AH foi observado um evento térmico a 120,1 °C (inicio: 117,9 °C;
final: 122,8 °C; AH: -8,2 J/g), sugerindo uma temperatura de fusdo, esse resultado é

semelhante como descrito por Alves et al., (2019). A curva de termograma de SF foram
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analisados dois eventos térmicos, sendo um pico em 69,0 °C (inicio: 44,4 °C; final: 88,9 °C;
AH: -58,3 J/g), indicando evaporacao de agua, e o outro evento a 290,8 °C (inicio: 273,1 °C;
final: 300,0 °C; AH: -154,8 J/g) foi atribuido como decomposicdo térmica (ALVES;
ARANHA; CHAUD, 2018). Para o P407 foi observado um evento térmico a 56,1 °C (inicio:
53,6 °C; final: 57,9 °C; AH: -151,7 J/g), sugerindo uma temperatura de fusédo (THAPA et al.,
2015).

A Fig. 22-B apresentou os termogramas para as formulaces de scaffolds acelulares
(FA-FD), nas curvas ndo foram encontrados eventos térmicos de AH, FS e P407. Dessa
forma, todas as amostras apresentaram eventos térmicos entre 25-100 °C atribuidos ao COL
(Td), sendo semelhante a forma natural, sugerindo que os biopolimeros formaram uma
mistura miscivel. No evento térmico em 230 °C foi atribuido como relaxamento das cadeias
do COL, ocorrendo uma transicao hélice-bobina que indica uma extensdo intermolecular da
reticulacdo (ALVES et al., 2019a). Os resultados numéricos dos picos, inicio, final e AH dos
scaffolds acelulares estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados numéricos dos picos, inicio, final e entalpia calorimétrica dos scaffolds
acelulares (FA-FD) por DSC

Formulac6es

Parametros avaliados

FA FB FC FD
Pico (°C) 70.2 68.9 73.0 74.8
Inicio (°C) 46.0 44.9 42.3 47.2
Final (°C) 93.1 93.2 98.3 107.2
Entalpia calorimétrica - AH (J/g) -55.7 -81.6 -110.7 -125.3

Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com a Fig. 22-B e Tab. 7, foi possivel sugerir que os eventos térmicos
observados foram influenciados pela composicdo dos scaffolds acelulares, sendo a principal
diferenga a composicdo entre FA-FD, variando a concentragdo de AH. Comparando o0s
resultados (Tab. 7), na amostra com 3% de AH (FB) o valor do pico (Td) diminui, mas
quando houve a diminuicéo da concentracdo de AH para 1,5% (FC) e 0,6% (FD) os resultados
do pico (Td) aumentaram. O pico (Td) é uma medida que representa a densidade de
reticulagdo. Assim, quando ocorre uma rigidez das triplas helices do colageno, resulta em
baixa taxa de desnaturacdo (Td), causando em uma maior temperatura de fusdo (LAKRA et
al., 2014). Logo a menor taxa de desnaturacao do colageno foi observada na formulagéo FD.

Os resultados de AH (Tab. 7) foram inversamente proporcional, quando diminuiu a
concentracdo de AH o AH aumentou, sendo FD > FC > FB > FA. Esses resultados podem ser

explicados pelo aumento das ligacGes de hidrogénio. Conforme descrito por Meyer (2019), os
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valores de AH refletem diretamente no nimero de ligacGes de hidrogénio, sendo um
parametro sensivel do grau da estrutura das triplas hélices. As triplas hélices do colageno séo
mantidas associadas entre as ligagdes de hidrogénio, promovendo uma rede intramolecular e
intermolecular, essas ligacdes resultam em maior estabilidade do colageno (reticulacdo)
(LAKRA et al., 2014). Esses achados indicam que houve interacdo entre os biopolimeros,
sendo o melhor resultado encontrado na formulacédo FD (AH 0,6%).

10.7 Estudo de intumescimento e desintegracdo

O estudo de intumescimento foi usado para avaliar a capacidade de absorcdo de
fluidos dos scaffolds acelulares em tampdo fosfato (pH 7,4 a 37 °C). Esse estudo avalia a
capacidade de absorcéo de fluido nos scaffolds, sendo influenciado pelo grau de reticulagdo.
Assim, uma menor capacidade de intumescimento reflete na alta densidade de reticulacgéo,
resultando em menor flexibilidade e reducdo do volume livre entre as cadeias poliméricas
(YANG; RITCHIE; EVERITT, 2017).

O estudo de desintegracdo foi usado para avaliar perda de massa, perfil de
desintegracdo e resisténcia dos scaffolds acelulares em tampao fosfato (pH 7,4 a 37 °C). A
desintegracdo € um fendmeno complexo, que depende de fatores intrinsecos dos scaffolds,
como propriedades morfoldgicas e topogréfica, estrutural, percentual de poros, grau de
anisotropia, grau de reticulacio e hidrofilicidade (MARTINEZ et al., 2015).

Os resultados do estudo de intumescimento e desintegracdo para FA-FD indicaram
alta capacidade de absorcdo de fluido e desintegracdo, pois as amostras se desintegraram
completamente ap6s 24 horas de contato com tampdo fosfato. Esses resultados podem ser
explicados, devido auséncia ou reticulacdo limitada impedindo uma formacéo de ligacdes
mais estaveis. Diante disso ha uma necessidade de otimizacdo das formulacbes e duas
estratégias foram adotadas, sendo (i) adicdo de agentes reticulantes e (ii) aumento da
concentracdo de fibroina.

Os agentes reticulantes sdo compostos que podem atuar no processo de reticulagéo,
influenciando na formacéo de redes quimicamente mais estaveis (SAMPAIO et al., 2015). A
reticulacdo é um ponto critico na estabilizacdo das moléculas de COL e tem como funcéo
promover as ligacdes entre os grupos funcionais da cadeia polimérica, por meio de ligacoes
covalentes, ionicas ou hidrogénio (RADHAKRISHNAN; NAGARAJAN; BECHELANY,
2020).
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Outra estratégia para diminuir o perfil de desintegracdo e capacidade de
intumescimento esta no aumento da concentracdo de fibroina. A fibroina (conformacdo em
folhas-B) também pode influenciar no processo de reticulacdo, melhorar as propriedades

mecanicas, estrutural e possui caracteristicas de biodesintegracao lenta (KUNDU et al., 2013).

11 CONCLUSOES

O scaffold acelular desenvolvido foi caracterizado como matriz tridimensional porosa,
com porosidade confirmada pela avaliagdo morfoldgica e estrutural usando uCT e MEV. A
variacdo da concentracdo do AH influenciou diretamente nas propriedades mecanicas,
apresentando diferenca na resisténcia mecanica e caracteristica estrutural. Essas propriedades
para os scaffolds aplicados na engenharia de tecidos sdo pontos criticos para obter sucesso na
pratica clinica. Scaffolds acelulares devem suportar uma forca mecanica, com superficie
bioativa para favorecer reparo do tecido lesionado.

Os termogramas obtidos por DSC e espectros de FTIR confirmaram, respectivamente,
a mistura e interacdo quimica dos componentes da formulagdo. O melhor resultado
encontrado foi na formulagdo FD (AH 0,6%). Apesar disso, os resultados obtidos nos estudos
de intumescimento e desintegracdo indicou uma necessidade de otimizar as formulacdes com
agentes reticulantes e ajuste na concentracdo da fibroina para promover, respectivamente,
maior estabilidade quimica do COL e permitir uma desintegracdo lenta e melhorar as
propriedades mecanicas e estrutural dos scaffolds.
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12 OTIMIZACAO DO SCAFFOLD ACELULAR OBTIDO POR COMPRESSAO
PLASTICA: AVALIACAO FiSICO-QUIMICA, MECANICA E MORFOLOGICA

12.1 Resumo grafico
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Fonte: Elaboracao propria.

12.2 Introducéo

Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais porosas que tém como principal funcdo ser
suporte temporario para que as células possam aderir, migrar, proliferar e diferenciar,
propiciando a formacgdo de um novo tecido. Os scaffolds também devem fornecer alguns
requisitos necessarios para recuperacdo de tecido, como mimetizar as propriedades
estruturais, mecanicas, ndo ser citotoxico e imunogénico, promover a fixacdo e ancoragem
celular e favorecer o transporte de nutrientes e produtos metab6licos (CHAN; LEONG, 2008;
ARNAL-PASTOR et al., 2013).

Para projecdo dos scaffolds a escolha dos biomateriais para composicdo e 0 método de
fabricacdo sdo pardmetros criticos. A variedade de processos utilizados na fabricacdo de
scaffolds podem modificar as propriedades da superficie e volume, influenciando na
arquitetura quanto a similaridade do scaffold com o tecidos nativo, podem ativamente
fornecer sinais bioativos para mediar uma adesdo das células residentes com o microambiente,
bem como orquestrar as atividades de ambos os tipos celulares (CHAN; LEONG, 2008; GU
etal., 2014).

Nesse estudo o objetivo foi desenvolver um scaffold acelular otimizado para aplicacéo
no tecido cardiaco lesionado. Os scaffolds otimizados foram caracterizados por propriedade
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mecanica usando texturémetro, estudo de intumescimento e desintegracdo usando estufa com
circulacdo e renovacao de ar, avaliacdo fisico-quimica por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier e calorimetria exploratoria diferencial, avaliagdo morfoldgica
usando microscopia eletronica de varredura e avaliagdo morfologica e estrutural por

microtomografia computadorizada tridimensional.
12.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental desse estudo foi realizado em escala laboratorial, no
Laboratorio de biomateriais e nanotecnologia da Universidade de Sorocaba (LaBNUS). De
acordo com os resultados obtidos no Capitulo I1l, a melhor formulacdo foi selecionada e
otimizada. Para essa otimizacdo foram adotadas duas estratégias, sendo (i) aumento na
concentracdo da fibroina da seda (FS); e (ii) incorporacdo de agentes reticulantes. O

desenvolvimento desse estudo esta apresentado esquematicamente na Figura 23.

Figura 23 - Fluxograma esquematico da obtencéo, caracterizagao e sele¢do dos scaffolds acelulares
otimizados

Otimizacao do scaffold acelular obtido por compressao plastica

- Colageno bovino tipo | (COL)
- Acido hialurénico (AH)
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- Difenil fosforil azida (DPPA)
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Nota: FTIR - Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier; DSC - Calorimetria exploratdria
diferencial; MEV - Microscopia eletronica de varredura; PCT - Microtromografia computadorizada
tridimensional.

Fonte: Elaboragéo propria.

13 MATERIAL E METODOS

13.1 Material

Coléageno bovino tipo | cedido pela Novaprom Food Ingredients. Especificacdes fisico-
guimicas: proteina (N x 6.25) > 98%, umidade < 12%, gordura < 3%, cinzas < 5% e pH (sol.
a 12,5%) 6 a 8. (Lote: 112520170531, Lins, SP, Brasil), poloxamer 407® (Sigma-Aldrich,
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Lote: BCBQ6661V, Saint Louis, EUA), &cido hialurénico 1% (Bioproducts, Lote: 110061,
Sdo Paulo, SP, Brasil), fibroina da seda (Bombyx mori) (os casulos do bicho-da-seda foram
usados para extrair a solugio de fibroina da seda), agua ultrapura (18,2 MQ.cm™), difenil
fosforil azida 97% (Sigma-Aldrich, Lote: MKBZ0923V, Saint Louis, EUA) e os polifendis
isolados do suco da romé& (Punica granatum L.) em meio aquoso (fruto colhido em Sorocaba,

Sao Paulo, Brasil). Todos os reagentes usados foram de grau analitico.
13.2 Métodos

13.2.1 Processo de extracdo da fibroina da seda (Bombyx mori)
O processo de extracdo da solucdo de fibroina da seda (Bombyx mori) foi preparada e
adaptada como descrito por Alves; Aranha; Chaud, (2018) e Komatsu et al., (2017). Como

descrito no item 9.2.1 (Processo de extracdo da fibroina da seda (Bombyx mori) - Capitulo

11).

13.2.2 Processo de isolamento de polifendis do suco da roma (Punica granatum L.)

O processo de isolamento de polifendis do suco da roma foi realizado conforme
descrito no artigo “Polyphenols isolated from pomegranate juice (Punica granatum L.):
Evaluation of physical-chemical properties by FTIR and quantification of total polyphenols
and anthocyanins content”, publicado pela revista Brazilian Journal of Development em

setembro de 2020. O artigo completo esta apresentado em anexo (Anexo B).

13.2.3 Preparacéo e obtencéo dos scaffolds acelulares otimizados

O desenvolvimento dos scaffolds acelulares otimizados envolveu duas etapas (i)
preparacdo de hidrogel e (ii) compressdo plastica. Resumidamente, a preparacdo de hidrogel
consiste na dispersdo de COL, AH, SF, P407 e agentes reticulantes (PSR ou DPPA) em agua
ultrapura (m/v). Apos obter a mistura homogénea, o pH foi ajustado para 10 usando NaOH
2M. A dispersdo foi colocada em recipiente com capacidade volumétrica de 10 mL (diametro
e altura de 20 mm) e mantida em refrigerador a 101 °C por 24 horas para promover
reticulagéo.

A compressao plastica do hidrogel foi realizada com prensa hidraulica, aplicando uma
forca de compresséo estética (de cima pra baixo) de 4 KN durante 10 minutos, de acordo com
a técnica descrita por Alves et al., (2018). ApoOs essa compressdo, as formulagGes foram
ultracongeladas a -80 °C e liofilizadas por 24 horas. Nesse estudo foram obtidas seis
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diferentes formulagdes, tendo como base a formulagéo selecionada no Capitulo 111 (FD), com
modifica¢fes na concentracdo da solugdo de fibroina da seda e adi¢do dos agentes reticulantes
(PSR ou DPPA). A concentracdo dos agentes reticulantes variou entre 0,01-0,03%, obtendo
trés formulacdes com PSR, sendo identificadas como RA, RB e RC e trés formula¢des com
DPPA foram denominadas como RA, RB e RC. Essas formulagdes estdo apresentadas na
Tabela 8.

Tabela 8 - Composicdo das formulacdes dos scaffolds acelulares otimizados (RA-RC e DA-DC)
Formulac6es

Composicao (m/v)

RA RB RC DA DB DC
CcoL 5049 5049 5049 5049 509 509
AH 1% 0,18 ¢ 0,18 g 0,18 ¢ 0,18 ¢ 0,18 g 0,18 g
FS 3% 0,80 g 0,80 g 0,80 g 0,80 g 0,80 g 0,80 g
P407 0,04g 0,04 g 0,04g 0,04g 0,04 g 0,04 g
PSR 0,008 g 0,016 g 0,024 ¢ - - -
DPPA 97% - - - 0,008 g 0,016 g 0,024 ¢

Agua ultrapuragsp.  73,98mL  7397mL 7396mL 7398mL 7397mL 73,96 mL
Nota: COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurdnico; FS - Fibroina da seda; P407 - Poloxamer 407%;
PSR - Polifenois isolados do suco da romd em meio aquoso e difenil fosforil azida (DPPA).

Fonte: Elaboracéo prépria.

13.2.4 Propriedades mecanicas
As propriedades mecénicas dos scaffolds foram avaliadas usando texturémetro. A
analise foi realizada como descrito no item 9.2.3 (Propriedades mecénicas - Capitulo I11).

13.2.5 Estudo de intumescimento

O estudo de intumescimento foi realizado para avaliar a capacidade de
intumescimento da estrutura completa dos scaffolds (matriz e sistema de poros) (A) e medida
da capacidade de intumescimento do préprio material (matriz) (B). Essa anélise foi realizada

como descrito no item 9.2.9 (Estudo de intumescimento - Capitulo I11).

13.2.6 Estudo de desintegracao

O estudo de desintegracao foi usado para avaliar o perfil de desintegracéo e resisténcia
dos scaffolds. Essa andlise foi realizada como descrito no item 9.2.8 (Estudo de desintegragéo
- Capitulo 111).
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13.2.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi usada para determinar os grupamentos quimicos dos
componentes das formulagbes (COL, AH, SF, P407, PSR e DPPA) e scaffolds. A
caracterizacdo foi realizada conforme descrito no item 5.2.4 (Espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) - Capitulo 11). Neste capitulo foi realizado um estudo de

mistura fisica com finalidade de comparar os resultados.

13.2.8 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A caracterizacdo termoanalitica dos componentes das formulagbes (COL, AH, SF,
P407, PSR e DPPA) e scaffolds foram obtidas usando DSC. A andlise foi realizada conforme
descrito no item 5.2.5 (Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) - Capitulo I1). Neste

capitulo foi realizado um estudo de mistura fisica com finalidade de comparar os resultados.

13.2.9 Selecdo das formulacdes dos scaffolds acelulares
As melhores formulagdes dos scaffolds foram selecionadas pelos ensaios de

propriedades mecanicas, estudo de desintegracéo e intumescimento, FTIR e DSC.

13.2.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens das superficies dos scaffolds foram obtidas usando MEV, com
magnificacdo de 100x, 250x e 500x. A analise foi realizada como descrito no item 9.2.5
(Microscopia eletronica de varredura (MEV) - Capitulo 111).

13.2.11 Caracteristicas morfométricas
As caracteristicas morfométricas dos scaffolds foram avaliadas por microtomografia
computadorizada tridimensional (UCT). As analises foram realizadas como descritas no item

9.2.4 (Caracteristicas morfométricas - Capitulo 111).

13.2.12 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). As analises
estatisticas foram realizadas usando a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
Tukey para comparagdo entre as médias, com intervalo de confianca de 95%. O valor de P
<0,05 foi considerado significativo.
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14 RESULTADOS E DISCUSSAO

14.1 Obtencéo dos scaffolds acelulares otimizados

Os scaffolds acelulares baseados em hidrogel foram obtidos seguindo trés etapas,
sendo dispersdo polimérica, compressédo plastica e liofilizacdo, como descrito no Capitulo I1I.
O método empregado permitiu obter scaffolds acelulares e tridimensionais, com estrutura
uniforme e estadvel. Como estratégia, nesse estudo foram adicionados agentes reticulantes nas
formulacGes. Os agentes reticulantes podem ser classificados como agente reticulante quimico
(p.ex. compostos de epdxi, DPPA e glutaraldeido) ou agente reticulante natural (p.ex.
genipina, proantocianidinas e antocianinas).

O processo de reticulacdo permite conectar o grupo funcional da cadeia polimérica
em outro, por meio de ligacdes covalente, ibnica ou de hidrogénio (ALVES et al., 2019a;
ORYAN et al., 2018). Apesar do uso de ambas reticulacdes (quimica ou natural), o agente
reticulante natural tem mais vantagens, devido a biocompatibilidade e baixo efeito citotdxico
na aplicagdo clinica (CHOI; KIM; MIN, 2016; ALVES et al., 2019). Na Figura 24 estéo
apresentadas as formulac@es (A) hidrogel e (B) scaffolds acelulares (RA-RC e DA-DC).

Figura 24 - Resultados macroscopicos das amostras de (A) hidrogel e (B) scaffolds acelulares (RA-
RC e DA-DC)

Nota: (A) Hidrogel; (B) Scaffold. As formulacGes variaram pelo tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) e
concentracdo entre 0,01-0,03%, sendo com PSR (RA-RC) e com DPPA (DA-DC). Formulagdes: A1-B1 (DA);
A2-B2 (DB); A3-B3 (DC); A4-B4 (RA); A5-B5 (RB) e A6-B6 (RC).

Fonte: Elaboracéo prépria.

14.2 Propriedades mecanicas

O texturbmetro foi usado para medir as propriedades mecanicas (perfuracéo,
resiliéncia, flexibilidade, tracdo e mddulo elastico) dos scaffolds acelulares, avaliando em
modo de compressdo ou tracdo. As propriedades mecanicas sdo consideradas como
parametros criticos para aplicacdo de scaffolds biomimético na bioengenharia de tecidos. Os



80

scaffolds devem apresentar resisténcia mecanica e taxa de desintegracdo apropriadas,
apresentando uma superficie bioativa adequada para o rapido reparo do tecido
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Portanto, essas propriedades estdo relacionadas
diretamente com a capacidade estrutural dos materiais, podendo desenvolver deformacdes
mecanicas reversiveis ou irreversiveis influenciadas por aplicacdo de uma for¢a mecanica
externa (MANO, 1991).

As propriedades mecéanicas analisadas foram (i) perfuracdo (ductilidade) avalia a
capacidade de deformacdo do material, resultando em ruptura (fratura) em modo de
compresséo; (ii) resiliéncia mede a capacidade do material absorver energia deformando-se e,
retornar ao estado inicial, apds uma forca exercida; (iii) flexibilidade (médulo de flexdo) é
uma propriedade que relaciona tensdo de flexdo com a deformacéo do material sem causar sua
fratura; (iv) resisténcia a tracdo (mddulo de elongacdo) é uma tensdo méaxima exercida no
material, a qual promove uma ruptura em modo de tensdo; (v) modulo elastico (modulo de
Young) é a medida de deformacdo em resposta da tensdo de tracdo aplicada, o resultado
indica a rigidez do material (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; ALVES et al., 20193;
ELKATATNY et al., 2018).

Nesse estudo as propriedades mecanicas (perfuracao, resiliéncia, flexibilidade, tracdo e
modulo elastico) avaliaram a influéncia da concentracdo dos agentes reticulantes (PSR ou
DPPA), presentes nas formulagdes dos scaffolds acelulares. Os resultados dessas avaliagdes
estdo apresentados na Figura 25 para as formulacGes de RA-RC (PSR) e Figura 26 para as
formulacGes de DA-DC (DPPA).

Figura 25 - Resultados das propriedades mecanicas dos scaffolds acelulares com polifendis isolados
do suco da romd em meio aquoso (RA-RC) avaliados por texturémetro
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Nota: As formulages variaram na concentragdo entre 0,01-0,03% de PSR (RA-RC). (*) Significa que ha
diferenga estatistica na mesma analise (p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma anélise
(p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboragao propria.
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De acordo com a Fig. 25, para perfuracdo todas as formulagbes (RA-RC) foram
estatisticamente diferentes (p<0,05). A maior resisténcia a perfuracdo foi observada para RA
(0,551+0,060 N). Na resiliéncia, as formulacdes RA e RC foram estatisticamente semelhantes
(p>0,05), sendo RB estatisticamente diferente (p<0,05). As formulacdes RA (0,308+0,006 N)
e RC (0,306x0,012 N) foram consideradas mais resilientes. Quanto a flexibilidade, todas as
formulacbes (RA-RC) foram consideradas estatisticamente diferentes (p<0,05), sendo RA
(0,243+0,032 N) a formulacdo mais flexivel. Na resisténcia a tracdo (mddulo de elongacao) e
modulo elastico, em ambas, as formulacdes RA e RB foram estatisticamente semelhantes
(p>0,05), sendo a RC estatisticamente diferente (p<0,05). A formulacédo RC (0,396+0,009 N)
foi consideradas mais resistente a tracdo, e a formulacdo RA (0,534+0,014 KPa) foi

considerada mais rigida.

Figura 26 - Resultados das propriedades mecénicas dos scaffolds biomimético acelulares com difenil
fosforil azida (DA-DC) avaliados por texturdmetro
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Nota: As formulag¢bes variaram na concentracdo entre 0,01-0,03% de DPPA (DA-DC). (*) Significa que ha
diferenca estatistica na mesma analise (p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma anélise
(p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboracéo propria.

De acordo com a Fig. 26 nas medidas de perfuracdo, resiliéncia e modulo elastico,
todas as formulagdes (DA-DC) foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). A maior
resisténcia a perfuracdo (0,175+£0,034 N), resiliéncia (0,125+0,041 N) e modulo elastico
(0,529+0,051 KPa) foi observada para formulacdo DB. Para flexibilidade e resisténcia a
tracdo (mddulo de elongacdo), todas as foram consideradas estatisticamente diferentes
(p>0,05). A formulacdo RB (0,151+0,010 N) foi mais flexivel, e a formulacdo RC
(0,143+0,017 N) obteve maior resisténcia a tracao.
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Comparando os resultados da Fig. 25 (PSR) e Fig. 26 (DPPA) foi possivel observar
que o tipo de agente reticulante e a variacdo da concentra¢do (0,01-0,03%) influenciaram

diretamente nas propriedades mecanicas e capacidade estruturais dos scaffolds acelulares.

14.3 Estudo de intumescimento

O estudo de intumescimento foi usado para avaliar a capacidade de intumescimento
dos scaffolds acelulares em tampéo de fosfato (pH 7,4 a 37+2 °C), durante 120 horas com
intervalo de 24 horas. Essa capacidade foi analisada pela absorcdo do fluido na estrutura
completa (matriz e sistema de poros) e pelo préprio material (matriz) dos scaffolds. Todas as
formulacGes apresentaram capacidade de intumescimento, no entanto, as diferencas foram
observadas de acordo com tipo e variacdo da concentracdo dos agentes reticulantes usados. Os
resultados da capacidade de intumescimento da estrutura completa (A) e do proprio material
(B) dos scaffolds acelulares estdo apresentados na Figura 27 para as formulages de RA-RC
(PSR) e Figura 28 para as formulacdes de DA-DC (DPPA).

Figura 27 - Resultados da capacidade de intumescimento da (A) estrutura completa (matriz e sistema
de poros) e do (B) proprio material (matriz) dos scaffolds com polifendis isolados do suco da roma em
meio aquoso (RA-RC)
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Nota: As formulages variaram na concentracdo entre 0,01-0,03% de PSR (RA-RC). (*) Significa que ha
diferenca estatistica na mesma analise (p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma analise
(p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com a Fig. 27-A, a capacidade de intumescimento da estrutura completa
(matriz e sistema de poros) das formulagdes RA-RC variou entre 745 e 1.081 %. Nos tempos
de 24, 48 e 72 horas, todas as formulacdes foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). Para

96 e 120 horas, as formulacGes RA e RC foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), e RB
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apresentou diferenca significativa (p<0,05). O méaximo grau de intumescimento observado
para RA foi em 96 horas (922,56+0,34) e para as formula¢des RB (1.102,14+35,82%) e RC
(879,82+33,43%) foram em 120 horas.

De acordo com a Fig. 27-B, a capacidade de intumescimento do préprio material
(matriz) das formulagdes RA-RC variou entre 565 e 671 %. No tempo de 24 horas, as
formulaces RA e RB; RB e RC foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). Para 48, 96 e
120 horas todas as formulacGes foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). No tempo de 72
horas, as formulacbes RA e RC foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), apresentando
diferenca significativa para RB (p<0,05). O mé&ximo grau de intumescimento para RA foi
observado em 72 horas (619,85+20,43), em 48 horas para RB (632,19+11,20%) e em 96 horas
para RC (618,59+31,01%).

Figura 28 - Resultados da capacidade de intumescimento da (A) estrutura completa (matriz e sistema
de poros) e do (B) proprio material (matriz) dos scaffolds com difenil fosforil azida (DA-DC)
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Nota: As formulag¢fes variaram na concentracdo entre 0,01-0,03% de DPPA (DA-DC). (*) Significa que ha
diferenga estatistica na mesma anélise (p<0,05). (**) Significa que ndo h4 diferenca estatistica na mesma anélise
(p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboragdo propria.

De acordo com a Fig. 28-A, a capacidade de intumescimento da estrutura completa
(matriz e sistema de poros) das formulagdes DA-DC variou entre 795 e 1.016 %. No tempo de
24 horas, as formulacées DA e DB; DA e DC foram estatisticamente semelhantes (p>0,05).
Em 48 horas, as formulacGes DA e DB apresentaram diferencas significativas (p<0,05), e DC
foi considerada estatisticamente semelhante com DA e DB (p>0,05). Em 72 horas, todas as
formulagcGes foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). No tempo de 96 horas, DA e DB
foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), apresentando diferenca significativa para DC
(p<0,05). Em 120 horas, todas as formula¢des foram estatisticamente diferentes (p<0,05). O
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maximo grau de intumescimento para DA (951,42+3,4%) foi observado em 72 horas, em 120
horas para DB (1.016,54+29,53%) e para DC (980,53+3,49%) em 96 horas.

De acordo com a Fig. 28-B, a capacidade de intumescimento do proprio material
(matriz) das formulacdes RA-RC variou entre 575 e 698 %. No tempo de 24, 48, 72 e 96
horas todas as formulagdes foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). E para 120 horas,
DA apresentou diferenca estatistica (p<0,05), e as formulacbes DB e DC foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05). O maximo grau de intumescimento para as
formulagdes DA (645,39+21,22%), DB (663,49+20,09%) e DC (698,39+51,91%) foram
observados em 72 horas.

Quando comparados os resultados de PSR (Fig. 27) e DPPA (Fig. 28), as formulacbes
RC e DC com maior concentracdo de agentes reticulantes (0,03%), apresentaram menor
capacidade de intumescimento durante periodo analisado. Esses resultados podem ser
explicados, devido ao grau de reticulagdo obtido nas formulages (RC e DC). A reticulagdo é
considerada um fator crucial na reducdo ou absor¢do de fluidos nos scaffolds acelulares, ou
seja, quando ha um aumento no grau de reticulacdo, ocorre a diminuicdo da capacidade de
intumescimento. Desse modo, 0 menor perfil de capacidade de intumescimento reflete na alta
densidade de reticulagdo, resultando em menor flexibilidade e redugéo do volume livre entre
as cadeias poliméricas (TRIFKOVIC et al., 2015; YANG; RITCHIE; EVERITT, 2017).

14.4 Estudo de desintegracéo

A perda de massa foi usada para avaliar o perfil de desintegracdo e a resisténcia dos
scaffolds acelulares em tampdo de fosfato (pH 7,4 a 37+2 °C), durante 120 horas com
intervalo de 24 horas. O estudo de desintegracdo € um fenbmeno complexo, dependente de
fatores intrinsecos dos scaffolds como propriedades morfoldgicas e topogréafica, diametro,
estrutura e percentual de poros, grau de anisotropia, tipo e grau de reticulacdo e
hidrofilicidade (ALVES et al., 2019b; MARTINEZ et al., 2015). Os resultados do perfil de
desintegracdo (A) e as medidas de pH (B) estdo apresentados na Figura 29 para as
formulacbes de RA-RC (PSR) e Figura 30 para as formulacGes de DA-DC (DPPA).
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Figura 29 - Resultados do (A) perfil de desintegracdo e (B) medidas de pH no estudo de desintegracéo
dos scaffolds acelulares com polifendis isolados do suco da roma em meio aquoso (RA-RC)
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Nota: (A) Resultados do perfil de desintegracdo; (B) Resultados das medidas de pH. As formulagGes variaram na
concentracdo entre 0,01-0,03% de PSR (RA-RC). (*) Significa que h& diferenca estatistica na mesma analise
(p<0,05). (**) Significa que ndo h& diferenca estatistica na mesma analise (p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com a Fig. 29-A, o perfil de desintegracdo e perda de massa das
formulacGes RA-RC variaram entre 9,01 e 24,24%. No tempo de 24 horas, as formulacdes
foram estatisticamente diferentes (p<0,05), e em 48 horas as formulacdes foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05). Para os tempos de 72, 96 e 120 horas as formulacGes
RA e RB foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), e a formulacdo RC foi
estatisticamente diferente (p<0,05). Ap6s 120 horas, o maior perfil de desintegracdo foi
observado para as formulacbes RA (23,40+0,07%) e RB (24,24+1,38%) apresentando
maiores perda de massa. Assim, o menor perfil de desintegracdo foi observado para a
formulacdo RC (9,43+2,00%).

De acordo com a Fig. 29-B, as medidas de pH das formulacbes RA-RC variou entre
7,35 e 7,58. No tempo de 24 horas, a formulacdo RA foi considerada diferente (p<0,05) e as
formulacGes RB e RC foram semelhantes (p>0,05). No tempo de 48 horas, as formulagdes
RA e RB foram consideradas diferentes (p<0,05). Porém, a formulagdo RC foi semelhante
com as formulagdes RA e RB (p>0,05). Em 72 horas, todas as formulagbes foram
semelhantes (p>0,05). Para 96 horas, as formula¢fes RA e RC foram semelhantes (p>0,05) e
houve diferenca significativa para RB (p<0,05). No tempo de 120 horas, as formulacdes RB e
RC foram diferentes (p<0,05), porém a formulacdo RA foi semelhante com as formulagdes
RB e RC (p>0,05). Apdés 120 horas o pH para RA, RB e RC foram, respectivamente,
7,35%£0,02, 7,32+0,01 e 7,37+0,01. Assim, ndo houve alteragcbes significativas para

degradacéo hidrolitica.
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Figura 30 - Resultados do (A) perfil de desintegracdo e (B) medidas de pH no estudo de desintegracao
dos scaffolds acelulares com difenil fosforil azida (DA-DC)
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Nota: (A) Resultados do perfil de desintegracdo; (B) Resultados das medidas de pH. As formulagdes variaram
na concentracdo entre 0,01-0,03% de DPPA (DA-DC). (*) Significa que ha diferenca estatistica na mesma
anélise (p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma anélise (p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com a Fig. 30-A, o perfil de desintegracdo e perda de massa das
formulacGes DA-DC variaram entre 4,06 e 22,17%. Nos tempos de 24 e 96 horas, todas as
formulacGes foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). Em 48 horas, as formulagcdes DA e
DB foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), e a formulacdo DC foi semelhante com DA
(p>0,05). Nos tempos de 72 e 120 horas, as formulacbes DA e DB foram semelhantes
(p>0,05), e a formulacdo DC foi considerada diferente (p<0,05). Apds 120 horas, o maior
perfil de desintegracdo foi observado para as formulacbes DA (22,17+0,2,25%) e DB
(18,88+2,22%) apresentando maiores perda de massa. Assim, o menor perfil de desintegracéo
foi observado para a formulagdo DC (13,06+2,31%).

De acordo com a Fig. 30-B, as medidas de pH das formulacbes DA-DC variou entre
7,39 e 7,51. No tempo de 24 horas, as formulacdes DA e DB foram diferentes (p<0,05), e a
formulacdo DC foi semelhante com as formulagées DA e DB (p>0,05). Em 48 e 96 horas,
todas as formulagdes foram consideradas semelhantes (p>0,05). Para 72 e 120 horas, as
formulagbes DA e DC foram semelhantes (p>0,05), e a formulagdo DB foi diferente (p<0,05).
Apbs 120 horas o pH para DA, DB e DC foram, respectivamente, 7,40+0,01, 7,39+0,01 e
7,41+0,01. Assim, ndo houve alteracOes significativas para degradacéo hidrolitica.

Comparando os resultados de PSR (Fig. 29) e DPPA (Fig. 30), as formula¢es RC e
DC com maior concentracdo de agentes reticulantes (0,03%) foram consideradas mais
resistentes, apresentando menor perfil de desintegracdo durante o periodo analisado. Segundo
Grover; Cameron; Best, (2012) no scaffold nédo reticulado ocorreu maior perda de massa, com
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completa desintegracdo. Esse resultado reflete na importancia da reticulacdo, que pode atuar
na prevencdo da répida desintegracdo, mantendo a integridade estrutural dos scaffolds. A
variacdo da concentracdo dos agentes reticulantes e o grau de reticulacdo também fornece
maior controle no perfil de desintegracdo. Portanto, os scaffolds que apresentam resisténcia na
desintegracdo, possuem a capacidade adequada para sustentar a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular no tecido a ser reparado, e especificamente para o tecido cardiaco

sustentam mecanicamente os ciclos de bombeamento.

14.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi usado para analisar 0os grupamentos quimicos e as interacfes entre 0s
componentes das formulacdes e os scaffolds acelulares, utilizando FTIR no modo de
transmitancia. A Figura 31 mostra os resultados dos espectros de infravermelho dos
componentes das formulacGes (COL, AH, SF, P407, PSR e DPPA) (Fig. 31-A) e scaffolds
acelulares (RA-RC e DA-DC) (Fig. 31-B).

Figura 31 - Resultados dos espectros dos (A) componentes das formulagbes (COL, AH, SF, P407,
PSR e DPPA) e (B) scaffolds acelulares (RA-RC e DA-DC) avaliados por FTIR
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solucio de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407; PSR - Polifendis isolados do suco da roma em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida. (B)
Formulac6es com PSR (RA-RC) e formulagdes com DPPA (DA-DC).
Fonte: Elaboragéo propria.

Nos espectros de infravermelho dos componentes das formulagfes (Fig. 31-A) foram
observados para COL em 3.450 cm™ estiramentos descrito do grupo hidroxila (-OH), e
vibragdes de CHs em 2.850 cm™. A banda em 1.635 cm™ corresponde a amida I, referente a

absorgdo que surge principalmente no estiramento de C=0. Em 1.527 cm esta relacionado a
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amida 11 (N-H) e o grupo C-N. Em 1.240 cm™ foi relatado como estiramento de amida I1l. A
banda observada em 1.448 cm™ e entre a regido 1.417-1.360 cm™ foram descritos como
estereoquimica dos anéis de pirrolidina de prolina e hidroxiprolina (LEON-MANCILLA et
al., 2016; ALVES et al., 2018).

No espectro de AH foram observados bandas entre 3.200-3.650 cm™ correspondente
ao grupo -OH. A banda entre 1.630-1.680 cm™ foram descritas como estiramentos de amida (-
CO-NH), e 1.000-1.300 cm* correspondem ao grupo carbonila (C=0) (LIM et al., 2011; YU
et al., 2013). Os espectros de SF apresentam estiramentos descritos como amida I, amida Il e
amida 111, respectivamente, em 1.643 cm™, 1.527 cm™ e 1.238 cm™ (ALVES; ARANHA,
CHAUD, 2018).

Para P407, as bandas em 3.500 cm™ e 2.889 cmt, foram respectivamente, grupo -OH
e C-H alifatico e as bandas de C-O foram apresentadas em 1.469 cm™e 1.109 cm™ (JINDAL;
MEHTA, 2015; LIU et al., 2017; WANG et al., 2006). No espectro de PSR (Fig. 37-A) foram
observados duas bandas caracteristicas da roma (Punica granatum L.), sendo em 3.421 cm™ o
grupo hidroxila e em 1.651 cm™ foi relacionado ao C=C, sendo as vibragio de estiramento
dos anéis de benzeno (EDISON; SETHURAMAN, 2013; OLIVEIRA et al., 2016).

Nenhum estudo na literatura foi encontrado sobre o espectro de DPPA puro, porém,
devido sua estrutura quimica sugere que em 2.170 cm™ correspondem as vibragBes de
nitrogénio (N3) (BENKADDOUR et al., 2013), entre 1.400-1.600 cm™ foram referentes as
vibracbes de C=C, sendo caracteristica dos anéis de benzeno (OLIVEIRA et al., 2016). Em
1.010 cm foi observado como ligagbes de C-O (COLDEA et al., 2013), e a banda descrita
entre 600-1.110 cm™ como grupo fosfato (PO4+*), podendo ser apresentado na forma simétrica
ou assimétrica (OLIVEIRA et al., 2009).

Nos espectros dos scaffolds acelulares (Fig. 31-B) foi possivel observar bandas e
estiramentos caracteristicos, que indicam que houve interacdo quimica entre os componentes
usados para compor as formulacGes. E esses resultados corroboram com o0s observados na

mistura fisica das formulacgdes selecionadas (RC e DC) apresentados na Figura 32.
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Figura 32 - Resultados dos espectros dos (A) componentes das formulacfes (COL, AH, SF, P407,
PSR e DPPA) e (B) scaffolds acelulares e mistura fisica (RC e DC) avaliados por FTIR
(A) (B)
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solucio de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407; PSR - Polifendis isolados do suco da roma em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida. (B)
Formulacdo com PSR (RC) e formulagdo com DPPA (DC).

Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com os resultados da mistura fisica e scaffolds acelulares (Fig. 32-B),
podemos observar que nos scaffolds acelulares (RC e DC) ndo ocorreu apenas uma mistura
fisica, pois 0s espectros sugerem que também houve uma interacdo quimica. Na mistura
fisica, a presenca de bandas e estiramentos caracteristicos dos componentes das formulacdes

(COL, AH, FS, P407, PSR ou DPPA) séo indicios que ndo estdo associados quimicamente.

14.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A avaliacdo termoanalitica permitiu identificar as mudancas nas transformacdes fisico-
quimicas influenciadas pelo aquecimento nos componentes das formulagdes (COL, AH, SF,
P407, PSR e DPPA) e nos scaffolds biomimético acelulares (DA-DB e RA-RC). Essa analise
foi realizada usando DSC, e os resultados estdo apresentados na Figura 33. De acordo com 0s
resultados, as curvas dos termogramas de DSC para os componentes das formulacdes (Fig.
33-A) e os scaffolds acelulares (Fig. 33-B).



90

Figura 33 - Resultados dos termogramas (A) componentes das formulagdes (COL, AH, SF, P407,
PSR e DPPA) e (B) scaffolds acelulares (RA-RC e DA-DC) avaliados por DSC
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solugdo de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407; PSR - Polifendis isolados do suco da romd em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida. (B)
Formulagbes com PSR (RA-RC) e formulagdes com DPPA (DA-DC).

Fonte: Elaboragao propria.

No termograma de COL (Fig. 33-A) foram observados trés eventos térmicos, sendo a
85,7 °C (inicio: 39,7 °C; final: 124,7 °C) com entalpia calorimétrica (AH) de -203,8 J/g. Esse
pico foi associado a perda de agua das fibras de colageno. Esse fenémeno € indicativo de
desnaturacdo do colageno (Td), com o aumento da temperatura ocorre a quebra das ligacGes
de hidrogénio entre as triplas hélices, resultando na desidratacdo da rede em torno da
molécula de colageno (BADEA; USACHEVA; DELLA GATTA, 2015; LEON-MANCILLA
et al., 2016). O Pico em 226,8 °C (inicio: 217,4 °C; final: 231,9 °C) esta relacionado com a
temperatura de transicdo vitrea (Tg). E o terceiro evento térmico a 272,6 °C (inicio: 253,7 °C;
final: 290,7 °C; AH: -27,0 J/g) foi correlacionado a decomposi¢do de proteinas, devido a
perda de ligacBes de hidrogénio (ALVES et al., 2018; LEON-MANCILLA et al., 2016).

No termograma do AH foi observado um evento térmico a 120,1 °C (inicio: 117,9 °C;
final: 122,8 °C; AH: -8,2 J/g), indicando uma temperatura de fusdo, esse resultado é
semelhante ao resultado encontrado na literatura (ALVES et al., 2019b). Na curva de
termograma de SF (Fig. 38-A) houve um evento térmico a 69,08 °C (inicio: 44,4 °C; final:
88,9 °C; AH: -58,3 J/g), indicando evaporagéo de agua, e o outro em 290,8 °C (inicio: 273,1
°C; final: 300,0 °C; AH: -154,8 J/g) descrito como decomposicdo térmica (ALVES;
ARANHA; CHAUD, 2018). Para o P407 (Fig. 38-A) foi observado um evento a 56,1 °C
(inicio: 53,6 °C; final: 57,9 °C; AH: -151,7 J/g), sugerindo a temperatura de fuséo (BEI et al.,
2010; THAPA et al., 2015).

Na amostra de PSR para temperatura analisada (25-300 °C) ndo houve eventos

térmicos. Porém, alguns estudos relatam uma transicdo vitrea (Tg) e uma fusdo em
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temperaturas abaixo de zero, em torno de -50 °C para extratos de roma (AL-RAWAHI et al.,
2013; HOBANI; ELANSARI, 2004). No termograma de DPPA (Fig. 33-A), houve um
evento térmico a 191,5 °C (inicio: 177,6; final: 203,8; AH: -74,4 J/g). Ndo ha estudos na
literatura que relate estudo termoanalitico de DPPA puro, contudo, dados do fabricante
descreve uma temperatura de ebuli¢do a 157 °C.

A Fig. 33-B apresentou as curvas dos termogramas das formulagdes (RA-RC e DA-
DC). Nos termogramas ndo foram encontrados eventos térmicos especificos das amostras de
AH, FS, P407 e DPPA. Todas as formulacGes apresentaram eventos térmicos entre 25-100 °C
atribuidos ao COL (Td), sendo semelhante & forma natural, indicando que as formulagdes
formaram uma mistura miscivel. O evento térmico em 230 °C foi atribuido a um relaxamento
das cadeias do COL, ocorre uma transicdo hélice-bobina indicando uma extensdo
intermolecular da reticulacdo (ALVES et al., 2019a). Os resultados numéricos dos picos,

inicio, final e AH dos scaffolds acelulares estéo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados numéricos dos picos, inicio, final e entalpia calorimétrica dos scaffolds
acelulares (RA-RC e DA-DC) avaliados por DSC
FormulacGes

Parédmetros avaliados

RA RB RC DA DB DC
Pico (°C) 71,9 756 756 799 743 791
Inicio (°C) 39,9 453 425 462 468 46,0
Final (°C) 1043 1089 1176 1110 1120 1098

Entalpia calorimétrica - AH (J/g) -166,5 -167,1  -241,3 -191,1 -1819 -207,1
Nota: Scaffolds biomimético com PSR (RA-RC) e Scaffolds biomimético com DPPA (DA-DC).
Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com a Fig. 33-B e Tab. 9, foi possivel sugerir que 0s eventos térmicos
observados foram influenciados pela composicdo dos scaffolds acelulares, sendo a principal
diferenca o tipo e concentracdo do agente reticulante usados. Comparando os resultados (Tab.
10), para as formulacdes com PSR (RA-RC), o0 aumento da concentracdo do agente reticulante
(0,01-0,03%) foi proporcional ao aumento do pico (Td) e AH. Nas formulagdes com DPPA
(DA-DC), quando houve aumento da concentracdo do agente reticulante (0,01-0,03%),
causou uma diminuigéo do pico (Td) e o maior valor de AH foi observado para DC.

O pico (Td) é uma medida que representa a densidade de reticulagcdo. Assim, quando
ocorre uma rigidez das triplas hélices do colageno, resulta em baixa taxa de desnaturacédo
(Td), causando uma maior temperatura de fusdo (LAKRA et al., 2014). Conforme descrito
por Meyer (2019), os valores de AH refletem diretamente no numero de ligacGes de

hidrogénio, sendo um parametro sensivel do grau da estrutura das triplas hélices. As triplas
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hélices do colageno sdo mantidas associada entre as ligagOes de hidrogénio, promovendo uma
rede intramolecular e intermolecular, essas ligagfes resultam em maior estabilidade do
colageno (reticulacdo) (LAKRA et al., 2014).

De acordo com os resultados, as formulagdes RC e DC compostas por 0,03% de
agente reticulante (PSR ou DPPA) apresentaram maior grau de reticulagcdo, devido ao
aumento da capacidade calorimétrica (AH). Esse parametro esta relacionado diretamente ao
aumento das ligacGes de hidrogénio nas formulacdes. Na Figura 34 sdo apresentados 0s

resultados de mistura fisica das formulacdes selecionadas (RC e DC).

Figura 34 - Resultados dos termogramas dos (A) componentes das formulagbes (COL, AH, SF, P407,
PSR e DPPA) e (B) scaffolds acelulares e mistura fisica (RC e DC) avaliados por
DSC
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solucio de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407; PSR - Polifendis isolados do suco da roma em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida. (B)
Formulacdo com PSR (RC) e formulacdo com DPPA (DC).
Fonte: Elaboragdo propria.

Endotérmico

Comparando os eventos térmicos da mistura fisica e dos scaffolds acelulares (Fig. 34-
B), nos termogramas da mistura fisica (RC e DC) foram observados eventos térmicos que
correspondem aos componentes das formulacbes (COL, AH, FS e P407), e isso ocorre devido
a energia térmica fornecida pelo sistema fundir os componentes da formulacdo, e por isso
causar uma interacdo entre si. Alem disso, os termogramas da mistura fisica ndo apresentaram
0 evento térmico a 230 °C, que estdo presentes nos termogramas dos scaffolds e sdo
caracterizados como relaxamento das cadeias de COL, caracteristico de uma extensdo
intermolecular da reticulagdo. Dessa forma, podemos indicar que houve uma interacdo e

mistura miscivel entre os componentes das formulaces.
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14.7 Selecéo dos scaffolds acelulares otimizados

De acordo com os resultados das propriedades mecénicas (Fig. 25 e Fig. 26), estudo de
intumescimento (Fig. 27 e Fig. 28), estudo de desintegracdo (Fig. 29 e Fig. 30) e
caracterizacdo fisico-quimica por FTIR (Fig. 31) e DSC (Fig. 33), foi possivel selecionar as
melhores formulagfes. As formulagdes selecionadas apresentam maior concentragcdo de
agentes reticulantes (PSR ou DPPA), sendo as formula¢ées RC (0,03% de PSR) e DC (0,03%
de DPPA). As formulagdes selecionadas para FTIR e DSC apresentaram interacdo entre 0s
componentes usados para compor as formulacdes, e especificamente para DSC foi observado
maior grau de reticulacdo, devido aumento da capacidade calorimétrica (AH), indicando
aumento das ligacOes de hidrogénio. As propriedades mecanicas foram adequadas, com
menor perfil de desintegracdo e intumescimento, confirmando os resultados observados no
DSC. Desta forma, as amostras selecionadas (RC e DC) prosseguiram para as caracterizagdes

morfologicas e morfométricas.

14.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens microscopicas usando MEV permitiu analisar as caracteristicas
morfolégica em diferentes magnificacdes (100x, 250x e 500x) da superficie dos scaffolds

acelulares selecionados (RC e DC). Essas imagens estdo apresentadas na Figura 35.

Figura 35 - Resultados das imagens microscopicas dos scaffolds acelulares (RC e DC) com
magnificacdo de 100x, 250x e 500x avaliados por MEV

Nota: A formulac;(”)es variaram pelo tiblo de agente reticulante (PSR ou I:S‘PP) na concentracdo de 0,03%,~(‘:om
PSR (RC) e com DPPA (DC).
Fonte: Elaboragao propria.
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As formulagcbes RC e DC (Fig. 35) apresentam estruturas porosas com arranjos
regulares, continuos e uniformes, distribuidos em sistemas de poros interligados. As
formulacGes apresentaram uma faixa de tamanho de poros entre 99,54 e 138,4 um. Os valores
dos sistemas de poros para formulacdo RC foi de 101,46+4,34 um, e na formulacdo DC foi de
123,58+21,01 um.

Porosidade € um parametro crucial para ser analisado na projecdo de matrizes
tridimensionais porosas. As matrizes devem fornecer um microambiente e arquitetura
adequada para adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e organizacdo celular. Dispositivos
biomimético com porosidade ideal, adequada e especifica ao tecido nativo podem atuar como
veiculos para as células, ocorrendo uma migracdo célula-dispositivo, promovendo o
fornecimento de nutrientes e oxigénio. Assim, prevenindo a morte celular dependente de
ancoragem (PINA et al., 2019; MASSIMINO et al., 2020).

14.9 Caracteristicas morfométricas

As caracteristicas morfoldgicas e morfométricas do scaffolds acelulares selecionados
(RC e DC) foram avaliadas por microtomografia computadorizada tridimensional (UCT). A
UCT é uma andlise ndo destrutiva, capaz de obter imagens tridimensionais de dispositivos
porosos em escala micrométrica, que obtém imagens digitais e fornecem dados quantitativos e
qualitativos sobre a morfologia tridimensional do biomaterial analisado (MASSIMINO et al.,
2020). Os resultados das caracteristicas morfoldgicas sdo apresentados na Figura 36 e na

Tabela 10 os dados numéricos das caracteristicas morfométricas.

Figura 36 - Resultados das caracteristicas morfoldgicas dos scaffolds acelulares (RC e DC) avaliados
orizada tridimensional
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Nota: As formulac¢des variaram pelo tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) na concentracdo de 0,03%, sendo
com PSR (RC) e com DPPA (DC). As setas indicam as areas de porosidade.
Fonte: Elaboracéo prépria.
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Tabela 10 - Resultados numéricos das caracteristicas morfométrica dos scaffolds acelulares (RC e
DC) avaliados por microtomografia computadorizada tridimensional
Formulac6es

Parametros avaliados

RC DC
Interconectividade de poros (%) 76,55 76,74
Volume de poros abertos (mm?) 6,55 8,01
Poros fechados (%) 0,03 0,03
Grau de anisotropia 0,79 0,80

Nota: As formulagdes variaram pelo tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) na concentracdo de 0,03%, sendo
com PSR (RC) e com DPPA (DC).
Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com as caracteristicas morfologicas (Fig. 36) foi possivel observar a
densidade entre as formulagbes RC e DC. As densidades foram evidenciadas nas regides que
apresentam coloracdo mais escuras, em tom de azul. Assim, na formulacdo RC foi possivel
evidenciar uma ligeira diferenca, quando comparada com DC. Isso pode ser explicado pela
diferenga do agente reticulante usado, devido esse pardmetro de densidade estar relacionado
diretamente ao grau de reticulagdo das formulacGes (SILVA et al., 2014).

Os resultados numéricos das caracteristicas morfométricas (Tab. 10) foram
influenciados pelo tipo de agente reticulante usado nas formulacées RC (PSR) e DC (DPPA).
Contudo, os resultados para percentual de interconectividade de poros, volume de poros
abertos, percentual de poros fechados e grau de anisotropia foram considerados satisfatorio
em ambas formulagdes.

Os resultados observados na Tab. 10 confirmam a porosidade observada na analise de
MEV (Fig. 35). Além da porosidade, o grau de anisotropia € um pardmetro critico para
direcionar nova diferenciagdo de tecido (MULDER; BUMA; HANNINK, 2009). Esse
parametro pode ser influenciado pela escolha do método. A obtencdo de scaffolds por
compressdo de plastica seguida de liofilizacdo, tem sido amplamente usada para dispositivos
tridimensionais porosos. Os scaffolds acelulares fabricados por ultracongelamento, formam
estruturas com sistemas de poros com orientacdo anisotropica (ALVES et al., 2019a).

O grau de anisotropia com valores proximos a zero, indicam estruturas isotrépicas,
guando os valores estdo proximos a 1, as amostras sdo estruturas anisotrépicas. Os scaffolds
com caracteristicas isotrépicas ndo apresentam relacdes estruturais e funcionais com o tecido
nativo, mas quando tém caracteristicas anisotropicas, os scaffolds séo fabricados com relacéo
direta ao tecido nativo, com semelhancas estruturais hierarquicas de diversos tipos de células
da MEC. Desse modo, o reparo tecidual com scaffolds anisotrépicos tendem a ser mais
eficazes, por apresentarem arranjos arquitetdnicos, anatomicamente mais semelhantes a
morfologia celular e tecido nativo (MULDER; BUMA; HANNINK, 2009).
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15 CONCLUSOES

As formulacBes nesse capitulo foram otimizadas pelo ajuste na concentracdo da
fibroina e adicdo de agentes reticulantes de origem natural (PSR) ou quimica (DPPA). As
formulacbes com PSR (RA-RC) e com DPPA (DA-DC) visualmente apresentaram coloracdes
diferentes, caracteristicas dos agentes reticulantes PSR (marrom) e DPPA (branco).

Nos espectros de FTIR e termogramas de DSC foi possivel concluir, respectivamente,
que houve interacdo quimica e mistura miscivel entre os componentes usados para compor as
formulacGes. Especificamente para RC e DC (compostas por 0,03% de agente reticulante) o
aumento das ligacBes de hidrogénio foi responsavel pela composicdo e maior grau de
reticulagdo das formulagdes, resultando em maior estabilidade para o COL.

As propriedades mecanicas, capacidade de intumescimento e perfil de desintegracéo
foram influenciado pelo tipo, variacdo de concentracdo dos agentes reticulantes (PSR ou
DPPA) e caracteristica estrutural dos scaffolds. As formulagdes RC e DC apresentaram 0s
melhores resultados. Os scaffolds desenvolvidos foram caracterizados como matrizes
tridimensionais porosas, onde sua porosidade foi confirmada pelas caracteristicas
morfomeétricas e morfologicas, usando a técnica de uCT e MEV.

Diante desses resultados podemos concluir que as formulacdes selecionadas (RC e
DC) apresentaram potencial para associagdo com CLL (Cap. IlI) para promover a
funcionalizacdo dos scaffold acelular com aplicacdo no tecido cardiaco lesionado para

promover recuperacdo funcional.
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16  ASSOCIACAO DE CRISTAL LIiQUIDO LIOTROPICO COM SCAFFOLD
ACELULAR PARA APLICACAO NO TECIDO CARDIACO

16.1 Resumo grafico

[ TECIDO CARDIACO
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EM HIDROGEL
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Estudo de desintegragao
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Estudo de condutividade elétrica
FTIR
DscC
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MEV

Nota: FTIR - Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier; DSC - Calorimetria exploratdria
diferencial; uCT - Microtromografia computadorizada tridimensional; MEV - Microscopia eletronica de
varredura.

Fonte: Elaboragao propria.

16.2 Introducéo

As doengas cardiovasculares tém se apresentado como as principais causas de morte
ou morbidade. Apds lesBes significativas no tecido com potencial regenerativo limitado, como
as ocorridas pés-infarto do miocardio, ocorre uma substituicdo do tecido contratil por uma
cicatriz fibrotica, que ndo contribui para funcdo de bombeamento cardiaco, e assim
prejudicando na qualidade e tempo de vida devido a falha cardiaca (CHAUD et al., 2017).

Os scaffolds tem sido usado como terapia acelular para recuperagdo funcional do
tecido cardiaco. A sua composicdo quimica, propriedades mecanicas e arquitetura
tridimensional, desempenham caracteristicas primordiais para a interacdo entre a célula e
microambiente. Esse microambiente é propicio para guiar o alinhamento dos cardiomidcitos e
promover a matura¢do, induzindo o desenvolvimento de um fenétipo contratil e
eletromecéanico com o tecido lesionado (hospedeiro) (ARNAL-PASTOR et al., 2013).

Contudo na aplicacéao dos scaffolds para o tecido cardiaco, um dos maiores desafios na
projecdo desse biomaterial esta relacionada com a condutividade dos estimulos elétricos.
Assim, o desenvolvimento desses biomateriais tem como requisito a capacidade de suportar, a
conducdo e propagacao de estimulos elétricos nos cardiomidcitos adjacentes, onde o scaffold
é aplicado. Nesta linha de raciocinio, os scaffolds tem sido funcionalizados por sistemas ou
polimeros com acdo condutora (ALVES et al., 2019b; BORRIELLO et al., 2011).
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Nesse estudo o objetivo foi desenvolver scaffold funcionalizado com CLL (Scaffold-
CLL) para aplicacdo no tecido cardiaco lesionado. O Scaffold-CLL foram caracterizados por
propriedades mecéanicas usando texturébmetro, estudo de intumescimento e desintegracéo
usando estufa com circulacdo e renovacdo de ar, estudo de condutividade elétrica usando
condutivimetro, avaliagdo fisico-quimica por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier e calorimetria exploratéria diferencial, avaliacdo morfolégica usando
microscopia eletronica de varredura e avaliagdo morfologica e estrutural usando

microtomografia computadorizada tridimensional.

16.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental desse estudo foi realizado em escala laboratorial, no
Laboratorio de biomateriais e nanotecnologia da Universidade de Sorocaba (LaBNUS). De
acordo com os resultados obtidos no Cap. Il (CLL) e Cap. V (scaffold acelular otimizado), as
melhores formulacbes foram selecionadas para promover a associagdo dos sistemas
complexos. Para o desenvolvimento desse estudo, a obtencdo, selecdo e caracterizacdo dos

Scaffold-CLL estdo apresentados esquematicamente na Figura 37.

Figura 37 - Fluxograma esquematico da obtenc&o, caracterizagdo e selegdo dos Scaffold-CLL

Associacao de cristal liquido liotropico com scaffold acelular (Scaffold-CLL )

- Colageno bovino tipo | (COL)
- Acido hialurénico (AH)
- Solugédo de fibroina da seda (FS)

Componentes das - Poloxamer 407° (P407) £CLL Com scaffold blomimetico
formulagbes - Polifendis isolados do suco da Tl CLL-Scaffol
roma (Punica granatum L.) (PSR) acelular ( -Scaffoid)
- Difenil fosforil azida (DPPA)
= Cristal liquido liotrépico (CLL) \ Propriedades mecanicas ‘
I
l Estudo de desintegragao ‘
I
‘ Estudo de intumescimento ‘
T
| Estudo de condutividade elétrica |
T
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L]
‘ DSC ‘
X
Cver |
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Nota: FTIR - Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier; DSC - Calorimetria exploratdria
diferencial; pCT - Microtromografia computadorizada tridimensional; MEV - Microscopia eletrdnica de
varredura.

Fonte: Elaboragao propria.

17 MATERIAL E METODOS

17.1 Material

Monoleina 18-92 (Myverol 18-92K. Kerry, Lote:2017539, Wisconsin, EUA),
monoleina 18-99 (Myverol 18-99K. Kerry, Lote: 1806600148, Wisconsin, EUA), Poloxamer
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407® (Sigma-Aldrich, Lote: BCBQ6661V, Saint Louis, USA), Colageno bovino tipo | cedido
pela Novaprom Food Ingredients. Especificacfes fisico-quimicas: proteina (N x 6.25) > 98%,
umidade < 12%, gordura < 3%, cinzas < 5% e pH (sol. a 12,5%) 6 a 8. (Lote: 112520170531,
Lins, SP, Brasil), &cido hialurdnico 1% (Bioproducts, Lote: 110061, Sdo Paulo, SP, Brasil),
fibroina da seda (Bombyx mori) (os casulos do bicho-da-seda foram usados para extrair a
solucdo de fibroina da seda), difenil fosforil azida 97% (Sigma-Aldrich, Lote: MKBZ0923V,
Saint Louis, EUA), polifendis isolados do suco da romad (Punica granatum L.) em meio
aquoso (fruto colhido em Sorocaba, S&o Paulo, Brasil), agua ultrapura (18,2 MQ.cm™) e os

demais reagentes foram de grau analitico.
17.2 Métodos

17.2.1 Preparacao e obtencéo dos Scaffold-CLL

O desenvolvimento dos Scaffold-CLL envolveu duas etapas (i) preparacédo de hidrogel
e (ii) compressdo pléstica. Resumidamente, a preparacdo de hidrogel consistiu na dispersdo
das formulacbes de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21), colageno bovino tipo I (COL),
acido hialurénico (AH), solucdo de fibroina da seda (SF), poloxamer 407® (P407) e os
agentes reticulantes (PSR ou DPPA) em &gua ultrapura (m/v). Essa dispersdo foi agitada
manualmente até obter uma mistura homogénea e o pH foi ajustado para 10, usando NaOH
2M. ApGs esse processo, a dispersdo foi colocada em recipiente cilindrico com capacidade
volumétrica de 10 mL (diametro e altura de 20 mm) e mantida em refrigerador a 10+1 °C
durante 24 horas para promover reticulacao.

A compressdo plastica do hidrogel foi realizada com prensa hidraulica, aplicando uma
forca de compresséo estatica (de cima pra baixo) de 4 KN durante 10 minutos, de acordo com
a técnica descrita por Alves et al., (2018). ApoOs essa compressdo, as formulacGes foram
ultracongeladas a -80 °C e liofilizadas por 24 horas. Nesse estudo foram obtidas seis
diferentes formulagdes, variando pelo tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) e formulagéo
de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21). Assim, as formula¢Ges com PSR foram identificadas
como RC-DT1-F6, RC-DT1-F21 e RC-DT2-F21. As formulagdes com DPPA foram
denominadas como DC-DT1-F6, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21. Essas formulagGes estdo

apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11 - Composicdo das formulagdes dos Scaffold-CLL

Formulacbes

Composicdo (m/v) RC- RC- RC- DC- DC- DC-
DT1-F6 DT1-F21 DT2-F21 DT1-F6 DT1-F21 DT2-F21

COL 5049 5049 5049 5049 504 500
AH 1% 0,18 ¢g 0,18 ¢g 0,18¢g 0,18 ¢ 0,18 ¢ 0,18 ¢
FS 3% 0,80 g 0,80 g 0,80¢g 0,80¢g 0,80 g 0,80¢g
P407 0,04 g 0,04 g 0,04 g 0,04 g 0,04 g 0,04 g
PSR 0,024 ¢ 0,024 g 0,024 g - - -
DPPA 97% - - - 0,024 ¢ 0,024 g 0,024 g
CLL 254 254 2549 2549 254 254

Agua ultrapuragsp. 7146mL 7146mL 7146mL 7146mL 71,46mL 7146mL

Nota: COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurdnico; FS - Solucdo de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407®; PSR - Polifenois isolados do suco da romd em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida;
CLL - Cristal liquido liotrépico.

Fonte: Elaborag&o propria.

17.2.2 Propriedades mecanicas
As propriedades mecénicas dos Scaffold-CLL foram avaliadas por texturdmetro. A
analise foi realizada como descrito no item 9.2.3 (Propriedades mecénicas - Capitulo I11).

17.2.3 Estudo de intumescimento

O estudo de intumescimento foi realizado para avaliar a capacidade de
intumescimento da estrutura completa dos Scaffold-CLL (matriz e sistema de poros) (A) e
medida da capacidade de intumescimento do préprio material (matriz) (B). Essa analise foi
realizada como descrito no item 9.2.9 (Estudo de intumescimento - Capitulo I11).

17.2.4 Estudo de desintegracao

O estudo de desintegracao foi usado para avaliar o perfil de desintegracao e resisténcia
dos Scaffold-CLL Essa analise foi realizada como descrito no item 9.2.8 (Estudo de
desintegracdo - Capitulo I11).

17.2.5 Estudo de condutividade elétrica

O estudo de condutividade elétrica foi realizado como descrito por Fonseca et al.,
(2019) e Wang et al., (2017), com modificagdes. No ensaio o medidor de condutividade (MS
Tecnopon Instrumentacdo, MCA-150P, Piracicaba, SP, Brasil) foi previamente calibrado com
solugdo padréo de 146,9 pS/cm (Lote: 7310720, MS Tecnopon Instrumentacéo).

Resumidamente, as amostras (1 cm?) dos Scaffold-CLL, em triplicata, foram imersas em 10



102

mL de agua ultrapura a 23+2 °C (temperatura ambiente). A condutividade elétrica foi medida
em 2, 20, 40 e 60 minutos para avaliar capacidade e perfil de conducdo elétrica das

formulagGes (Scaffolds-CLL). Os resultados foram expressos em S/cm.

17.2.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi usada para determinar os grupamentos quimicos dos
componentes das formulagdes (COL, AH, SF, P407, PSR, DPPA e CLL) e Scaffold-CLL. A

caracterizacdo foi realizada conforme descrito no item 5.2.4 (Espectroscopia no infravermelho

com transformada de Fourier (FTIR) - Capitulo 11).

17.2.7 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A caracterizacdo termoanalitica dos componentes das formulagées (COL, AH, SF,
P407, PSR, DPPA e CLL) e Scaffold-CLL foram obtidas usando DSC. A analise foi realizada
conforme descrito no item 5.2.5 (Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) - Capitulo 11).

17.2.8 Caracteristicas morfométricas
As caracteristicas morfométricas dos Scaffold-CLL foram avaliados uCT. As anélises

foram realizadas como descritas no item 9.2.4 (Caracteristicas morfométricas - Capitulo I11).

17.2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As imagens das superficies dos Scaffold-CLL foram obtidas por MEV, com
magnificacdo de 100x, 250x e 500x. A andlise foi realizada como descrito no item 9.2.5

(Microscopia eletrénica de varredura (MEV) - Capitulo 111).

17.2.10 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). As analises
estatisticas foram realizadas usando a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
Tukey para comparagdo entre as médias, com intervalo de confianga de 95%. O valor de P

<0,05 foi considerado significativo.
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18 RESULTADOS E DISCUSSAO

18.1 Obtencéo do scaffold funcionalizado

O Scaffold-CLL foram obtidos pela associacdo dos sistemas complexos, sendo CLL
(Cap. 1) e Scaffold acelular otimizado (Cap. V), obtidos e selecionados em estudos anteriores.
Como descrito no Cap. Ill, o Scaffold-CLL foram preparados seguindo as trés etapas de
desenvolvimento, sendo disperséo dos componentes das formulagdes em meio aquoso para
obtencdo de hidrogel, compressdo plastica de hidrogel seguida por ultracongelamento e
liofilizagdo. Assim, o método empregado permitiu obter o Scaffold-CLL, com aspecto
uniforme, regular e estavel. Na Figura 38 estdo apresentadas as amostras de (A) hidrogel e (B)
Scaffold-CLL.

Figura 38 - Resultados macroscdpicos das amostras de (A) hidrogel e (B) Scaffold-CLL

A)

Nota: (A) Hidrogel, (B) Scaffold As formulagdes variaram pelo tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) na
concentracdo de 0,03%, variando as formulagdes de CLL (DT1-F6, DT1-F21, DT2-F21). Formulagbes: A1-Bl
(RC-DT1-F6); A2-B2 (RC-DT1-F21); A3-B3 (RC-DT2-F6); A4-B4 (DC-DT1-F6); A5-B5 (DC-DT1-F21) e
A6-B6 (DC-DT2-F21).

Fonte: Elaboragao propria.

18.2 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas (perfuracdo, resiliéncia, flexibilidade, tracdo e maodulo
elastico) do Scaffold-CLL foram avaliadas pelo texturémetro. Essa caracterizagdo é
considerada crucial no desenvolvimento dos dispositivos biomédicos, pois os scaffolds devem
apresentar resisténcia mecanica apropriada e superficie bioativa adequada para o rapido
reparo e recuperacao dos tecidos (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Essas propriedades
estdo diretamente relacionadas com a resisténcia e capacidade estrutural dos biomateriais, que
podem sofrer deformac@es reversiveis ou irreversiveis influenciadas pela aplicacdo de uma
forca mecanica externa (MANO, 1991).
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Nesse estudo as propriedades mecanicas (perfuracao, resiliéncia, flexibilidade, tracéo e
modulo eléstico) do Scaffold-CLL avaliou a influéncia dos agentes reticulantes (PSR ou
DPPA) associados com as formulacdes de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21). Contudo, a
formulacdo de Scaffold-CLL obtido com DT1-F6, tanto para formulacGes reticuladas com
PSR (RC) e DPPA (DC) foram excluidas do estudo, devido apos hidratagdo de 60 minutos em
meio aquoso, as formulacgdes se desintegrarem completamente. Esse fenémeno ocorrido com
RC-DT1-F6 e DC-DT1-F6 pode ser explicado pelo baixo grau de reticulacdo, influenciado
pela composicdo das formulacdes de CLL.

Quando comparada as formulacdes de CLL (DT1-F6, DT1-F21 e DT2-F21), todas as
formulagdes foram compostas por 10% de monoleina. Para fase aquosa e hidrétropo, as
formulagcGes foram inversamente proporcionais, sendo a DT1-F6 composta por 60% de fase
aquosa e 30% de hidrotropo, diferente das DT1-F21 ou DT2-F21 que foram compostas por
30% de fase aquosa e 60% de hidrétropo. Portanto, indicando que a menor concentragdo de
fase aquosa (30%) e maior concentracdo de hidrétropo (60%) forneceu melhor arranjo e
organizacdo entre as nanoparticulas de CLL e os polimeros, promovendo maior grau de
reticulacdo nas formulagdes obtidas com DT1-F21 e DT2-F21. Desta forma, os resultados das
propriedades mecénicas (perfuragdo, resiliéncia, flexibilidade, tracdo e médulo eléstico) dos
Scaffold-CLL avaliados por texturdmetro estdo apresentados na Figura 39.

Figura 39 - Resultados das propriedades mecanicas dos Scaffold-CLL

. BRC-DT1-F21

1000 y 6,00 1 ORC-DT2-21
- *  WDCDTIFA
+
0,800 + . 5,00 1 ODC-DT2-F21
——
* *k
0,600 1 — 4,00

0,400 1 *¥ - 3,00 4

*
— dk
0,200 1 i . _ 2,00 4
0,000 e rl 1,00
Perfuragdo (N)  Resiliéncia (N) Flexibilidade (N)  Tragdo (N) Médulo elastico (KPa)
Nota: As formulacGes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21). (*) Significa que ha diferenca estatistica na mesma andlise

(p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma analise (p>0,05) (n = 3).
Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com a Fig. 39, para perfuracdo as formulacdes RC-DT1-F21 e DC-DT1-
F21 foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), e RC-DT2-F21 e DC-DT2-F21 foram

estatisticamente diferentes (p<0,05). A maior resisténcia & perfuracéo foi observada para RC-
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DT2-F21 (0,780+0,068 N). Para resiliéncia, as RC-DT1-F21 e RC-DT2-F21 apresentaram
diferengas significativas (p<0,05), e para DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 ndo foram observadas
diferencas estatisticas (p>0,05). A formulacdo mais resiliente foi RC-DT2-F21 (0,494+0,011
N). Em flexibilidade, as formulacbes RC-DT1-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05), sendo RC-DT2-F21 estatisticamente diferente
(p<0,05). A formulagdo RC-DT2-F21 (0,306+0,010 N) foi considerada mais flexivel.

Para tracdo, RC-DT1-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 foram estatisticamente
semelhantes (p>0,05), e as formulacbes RC-DT2-F21 foram estatisticamente semelhantes
com DC-DT1-F21 (p>0,05). A maior resisténcia a tracdo foi observado em RC-DT2-F21
(0,453+0,116 N). No modulo eléstico, as formulagbes RC-DT1-F21 e RC-DT2-F21 foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05), e DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p>0,05). As formulacdes com PSR (RC) apresentaram maior rigidez,
sendo RC-DT1-F21 (5,27+0,10 KPa) e RC-DT1-F21 (5,231£0,13 KPa). Esses resultados
sugerem que o tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) e monoleina (MO-18-92 ou MO-18-
99) usados nas amostras influenciaram nos resultados das propriedades mecanicas do
Scaffold-CLL.

A elasticidade é parametro importante para ser analisada no processo de
desenvolvimento de scaffolds aplicado no reparo e recuperacdo funcional do tecido cardiaco.
De acordo com a literatura, a elasticidade do musculo estriado é aproximadamente 10 KPa,
podendo variar até 20 KPa. Apos infarto do miocéardio, a cicatriz fibrética aumenta a rigidez
do tecido cardiaco apresentando elasticidade entre 35-70 KPa (BERRY et al., 2006; ENGLER
et al., 2008; SERPOOSHAN et al., 2013).

Nesse estudo os scaffolds exibiram mddulo elastico entre 4,5-5,0 KPa, essa faixa foi
considerada adequada, devido alcancar a faixa de contratilidade maxima de cardiomidcitos e
desenvolvimento de cardiomidcitos imaturos (1-14 KPa) (ENGLER et al., 2008;
SERPOOSHAN et al., 2013). Os scaffolds altamente rigidos dificultam as propriedades
contrateis das células cardiacas, desta forma quando sdo relativamente elasticos podem

apresentar beneficios para fornecer um microambiente scaffold-tecido cardiaco lesionado.

18.3 Estudo de intumescimento

O estudo de intumescimento foi usado para avaliar a capacidade de intumescimento do
Scaffold-CLL em tampéo de fosfato com pH (7,4 a 372 °C), durante 120 horas com intervalo

de 24 horas. Essa capacidade foi analisada por absor¢do do fluido pela estrutura completa
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(matriz e sistema de poros) e pelo proprio material (matriz) dos scaffolds. Todas as
formulacGes apresentaram capacidade de intumescimento, no entanto, as diferencas foram
observadas de acordo com tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) e monoleina (MO-18-92
ou MO-18-99) usados. Os resultados da capacidade de intumescimento da estrutura completa
(A) e do proprio material (B) do Scaffold-CLL estdo apresentados na Figura 40.

Figura 40 - Resultados da capacidade de intumescimento da (A) estrutura completa (matriz e sistema

de poros) e do (B) proprio material (matriz) dos Scaffolds-CLL
(a) (8)
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Nota: As formulacGes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21). (*) Significa que h& diferenca estatistica na mesma anéalise

(p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma analise (p>0,05) (n = 3).
Fonte: Elaboragdo propria.
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O estudo de intumescimento (Fig. 40) houve um aumento gradativo na capacidade de
intumescimento para RC-DT1-F21 e DC-DT1-F21 até 72 horas, e para RC-DT2-F21 e DC-
DT2-F21 até 96 horas. De acordo com a Fig. 41-A, a capacidade de intumescimento da
estrutura completa (matriz e sistema de poros) do Scaffold-CLL variou entre 495 e 968%. Nos
tempos de 24, 48 e 96 horas, as formulacdes foram estatisticamente diferentes (p<0,05). Para
o tempo de 72 horas, as formulagdes RC-DT1-F21 e RC-DT2-F21 foram estatisticamente
semelhantes (p>0,05), porém, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 apresentaram diferencas
estatisticas (p<0,05). O maximo grau de intumescimento para RC-DT1-F21 (968,99+6,39) e
DC-DT2-F21 (808,38+20,38) foram observados em 72 horas, RC-DT2-F21 (960,62+16,85)
em 96 horas e para DC-DT1-F21 (740,73+29,49) em 48 horas.

De acordo com a Fig. 40-B, a capacidade de intumescimento do proprio material
(matriz) do Scaffold-CLL variou entre 402 e 868%. No tempo de 24 horas, RC-DT2-F21, DC-
DT1-F21 e DC-DT2-F21 ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05), porém, RC-DT1-
F21 foi estatisticamente diferente (p<0,05). Para 48 horas, as formulagfes RC-DT1-F21 e
DC-DT2-F21 foram estaticamente diferentes, e as RC-DT2-F21 e DC-DT1-F21 foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05). No tempo de 72 e 96 horas, as formulagdes foram
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estatisticamente diferentes (p<0,05). O méaximo grau de intumescimento para RC-DT1-F21
(524,04+14,36) e DC-DT2-F21 (617,40+25,47) foram observados em 72 horas, RC-DT2-F21
(868,97+20,64) foi observado em 96 horas e para DC-DT1-F21 (712,59+26,77) em 48 horas.

Quando comparados os resultados das formulacées RC e DC com as formulacfes de
CLL (DT1-F21 ou DT2-F21), o perfil de intumescimento foi influenciado pelo o tipo de
agente reticulante (PSR ou DPPA) e monoleina (MO-18-92 ou MO-18-99) usados. A
reticulacdo é considerada um paradmetro importante na reducdo ou absorcdo de fluidos no
Scaffold-CLL, ou seja, quando ocorre aumento no grau de reticulagcdo, ha uma diminuicdo da
capacidade de intumescimento. Desse modo, 0 menor perfil de capacidade de intumescimento
reflete na alta densidade de reticulagdo, resultando em menor flexibilidade e reducdo do
volume livre entre as cadeias poliméricas (TRIFKOVIC et al., 2015; YANG; RITCHIE;
EVERITT, 2017).

18.4 Estudo de desintegracéo

A perda de massa foi usada para avaliar o perfil de desintegragéo e a resisténcia do
Scaffold-CLL em tampao de fosfato com pH (7,4 a 372 °C), durante 120 horas com intervalo
de 24 horas. O estudo de desintegracdo € um fenémeno complexo, dependente de fatores
intrinsecos dos scaffolds como propriedades morfoldgicas e topografica, diametro, estrutura e
percentual de poros, grau de anisotropia, tipo e grau de reticulacdo e hidrofilicidade (ALVES
et al., 2019b; MARTINEZ et al., 2015). Os resultados do perfil de desintegracdo do Scaffold-
CLL (A) e as medidas de pH (B) estdo apresentados na Figura 41.

Figura 41 - Resultados do (A) perfil de desintegracdo e (B) medidas de pH no estudo de desintegracdo
dos Scaffolds-CLL
(a) (8)
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Nota: As formulacGes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21). (*) Significa que ha diferenca estatistica na mesma analise
(p<0,05). (**) Significa que ndo ha diferenca estatistica na mesma analise (p>0,05) (n = 3).

Fonte: Elaboragéo propria.
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No estudo de desintegracdo (Fig. 41) houve um aumento gradativo de perda de massa
até 72 horas para as amostras RC-DT1-F21 e DC-DT1-F21, e para RC-DT2-F21 e DC-DT2-
F21 até 96 horas. De acordo com Fig. 40-A, o perfil de desintegracdo e perda de massa do
Scaffold-CLL variou entre 15,98 e 44,52%. No tempo de 24 e 48 horas (Fig. 41-A), as
formulagBes RC-DT1-F21 e RC-DT2-F21 apresentaram diferenca estatistica (p<0,05), porém,
as formulagdes DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 foram semelhantes com as RC-DT1-F21 e RC-
DT2-F21 (p>0,05).

No tempo de 72 horas, as formulagbes RC-DT1-F21 e DC-DT1-F21; RC-DT2-F21 e
DC-DT2-F21, entre si foram consideradas semelhantes (p>0,05). Para o tempo de 96 horas, as
formulagdes RC-DT2-F21 e DC-DT2-F21 nédo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).
Apdbs 72 horas, a perda de massa de RC-DT1-F21 foi 38,59+5,73% e para DC-DT1-F21 foi
44,52+6,37%. Apds 96 horas, a perda de massa para RC-DT2-F21 foi 34,3845,73% e de DC-
DT2-F21 foi 30,33+4,00%.

Comparando os resultados das formulagdes RC e DC com as formulagfes de CLL
(DT1-F21 ou DT2-F21), o perfil de desintegracdo e perda de massa foi influenciado pelo o
tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) e monoleina (MO-18-92 ou MO-18-99) usados. Os
scaffolds que ndo apresentam reticulacdo adequada, consequentemente apresentam maiores
perda de massa, resultando em completa desintegracdo. A reticulagdo € um parametro
importante na projecdo dos scaffolds aplicados na bioengenharia de tecidos, que refletem na
diminuicdo do tempo de desintegracdo, garantindo a integridade estrutural e maior controle de
perda de massa. Os scaffolds que apresentam resisténcia na desintegracdo possuem
capacidade para ancoragem, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular no tecido cardiaco,
bem como, também influenciam na sustentacdo mecéanica dos ciclos de bombeamento
cardiaco (GROVER; CAMERON; BEST, 2012).

De acordo com Fig. 41-B, as medidas de pH do Scaffold-CLL variou entre 7,33 e 7,71.
No tempo de 24 horas, as formulagbes RC-DT1-F21 e RC-DT2-F21; DC-DT1-F21 e DC-
DT2-F21, entre si foram consideradas semelhantes (p>0,05). Para 48 e 72 horas, RC-DT1-
F21 e RC-DT2-F21 foram consideradas com diferenca estatistica (p<0,05), e as DC-DT1-F21
e DC-DT2-F21 foram consideradas semelhantes (p>0,05). Em 96 horas, RC-DT2-F21 e DC-
DT2-F21 apresentaram diferengas estatisticas (p<0,05). As medidas de pH ap06s 72 horas de
RC-DT1-F21 foi 7,54+0,01, para DC-DT1-F21 foi 7,50+0,01. Ap6s 96 horas para RC-DT2-
F21 foi 7,58+0,03 e de DC-DT2-F21 foi 7,71+£0,02. O acompanhamento do pH durante

estudo de desintegracdo é um pardmetro critico, devido as altera¢fes bruscas do pH causar
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alteracdes ou morte celular. Analisando os resultados de pH ndo houve alteracGes
significativas influenciadas pela degradacao hidrolitica.

18.5 Estudo de condutividade elétrica

O estudo de condutividade elétrica foi realizado por condutivimetro para avaliar a
capacidade de condugdo elétrica do Scaffold-CLL em funcdo do tempo. Os resultados da
condutividade elétrica do Scaffold-CLL sdo apresentados na Figura 42. A condutividade mede
a conducdo elétrica dos biomateriais, determinando a capacidade de um material conduzir
corrente elétrica. Os biomateriais que apresentam condutividade menor que 10® S/cm s&o
considerados isolantes, os biomateriais com condutividade entre 10® e 102 S/cm séo
classificados como semicondutores, e 0s que apresentam valores maiores que 10 S/cm s&o
biomateriais condutores (BORRIELLO et al., 2011).

Figura 42 - Resultados da capacidade de condutividade elétrica dos Scaffolds-CLL avaliados por
condutivimetro
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Nota: As formulacGes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).
Fonte: Elaboracéo propria.

De acordo com a Fig. 42, o tipo de agente reticulante (PSR ou DPPA) e as formulagéo
de CLL (DT1-F21 e DT2-F21) influenciaram na capacidade de condutividade elétrica das
formulagBes. Como observado nos resultados, a tendéncia da condutividade é aumentar em
funcdo do tempo. No tempo de 2 minutos, ndo houve diferenca estatistica para RC-DT1-F21,
RC-DT2-F21 e DC-DT1-F21 (p>0,05), porém, para DC-DT2-F21 houve diferenca (p<0,05).
No tempo de 20 e 40 minutos, as formulagbes RC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 foram

estatisticamente semelhantes (p>0,05), e para RC-DT2-F21 e DC-DT1-F21 houve diferenca
estatistica (p<0,05).
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Em 60 minutos, as formulagcbes RC-DT1-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21 foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05), havendo diferenca estatistica apenas para RC-DT2-
F21. Apdés 60 minutos, os valores de condutividade para RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-
DT1-F21 e DC-DT2-F21 foram, respectivamente, 6,2.10° + 0,12.10° S/cm, 6,6.10° +
0,025.10° S/cm, 6,0.10° + 0,026.10° S/cm e 5,9.10° + 0,12.10° S/cm. Assim, os resultados
das formulagGes se apresentaram na ordem de 107 S/cm.

Na medicina regenerativa um dos principais requisitos e desafio na projecdo de
scaffolds aplicado para reparo e recuperacdo funcional do tecido cardiaco, consiste no
potencial de conducdo e propagacao de estimulos mioelétricos. Em nosso estudo a estratégia
de associar os CLL aos scaffolds, teve por finalidade permitir que os CLL promovessem o
potencial de inducdo do estimulo mioelétrico, usando alternativas biomiméticas. Assim, 0s
resultados obtidos no estudo de condutividade, indica que a associacdo dos sistemas
complexos (CLL e scaffolds) foi satisfatoria, sendo considerados semicondutores.

Segundo Baheiraei et al., (2014), o acoplamento eletromecéanico dos cardiomiécitos €
um fator crucial para o estimulo elétrico simultaneo. Desta forma, quando ha baixa
condutividade pode limitar a capacidade de contracdo efetiva. Quando scaffold possui
caracteristica semicondutora pode facilitar na propagacéo dos sinais elétricos, resultando na
contracdo e auxiliar no direcionamento da proliferacdo e diferenciacdo das células
mesenquimais e cardiomiécitos (BORRIELLO et al., 2011).

Os batimentos cardiacos sdo resultados de respostas mecanicas coordenadas pelos
sinais elétricos, que percorrem no tecido cardiaco, sendo mediado por efluxo i6nico das
membranas celulares. Quando ocorre uma lesdo no tecido cardiaco como infarto do
miocardio, essa area infartada é substituida por um tecido de cicatrizagdo que impede a funcéo
contréatil, que por sua vez, ndo contribui no bombeamento cardiaco, prejudicando ndo sé a
qualidade de vida, mas também reduzindo seu o tempo de vida devido a falha cardiaca
(SHAPIRA; FEINER; DVIR, 2016; CHAUD et al., 2017).

18.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi usado para analisar 0s grupamentos quimicos caracteristicos e as
interacdes entre os componentes das formulagdes e Scaffold-CLL, utilizando FTIR no modo
de transmitancia. A Figura 43 apresenta os resultados dos espectros no infravermelho dos
componentes das formulagGes (COL, AH, SF, P407, PSR e DPPA, DT1-F21 e DT2-F21)
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(Fig. 43-A) e Scaffold-CLL (RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21) (Fig.
43-B).

Figura 43 - Resultados dos espectros dos (A) componentes das formulages e (B) Scaffolds-CLL
avaliados por FTIR
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solugdo de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407; PSR - Polifendis isolados do suco da romd em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida;
Formulagbes de CLL (DT1-F21 e DT2-F21). (B) As formulacbes variaram pelo tipo de agente reticulante RC
(0,03% de PSR) ou DC (0,03% de PSR) e formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).

Fonte: Elaboragéo propria.

Nos espectros de infravermelho dos componentes das formulagdes (Fig. 43-A), para
COL foram observados estiramentos do grupo hidroxila (-OH) em 3.450 cm™ e vibragdes de
CHszem 2.850 cm™. Em 1.635 cm™ foi observado o pico correspondente a amida I, referente a
absorcédo que surge principalmente no estiramento de C=0. A banda correspondente de amida
II (N-H) e grupo C-N foi observado em 1.527 cm™. Em 1.240 cm™ foi descrito como
estiramento de amida I1l. Em 1.448 cm™® e entre a regido 1.417-1.360 cm™ foram
correspondentes a estereoquimica dos anéis de pirrolidina de prolina e hidroxiprolina (LEON-
MANCILLA etal., 2016; ALVES et al., 2018).

No espectro de AH foram observadas bandas entre 3.200-3.650 cm™, correspondente
ao grupamento hidroxila. A banda entre 1.630-1.680 cm™ foram descritos como estiramentos
de amida (-CO-NH) e o0 na regido de 1.000-1.300 cm™ correspondem ao grupo carbonila
(C=0) (LIM et al.,, 2011; YU et al., 2013). Nos espectros de FS (Fig. 47-A) as bandas
descritas por amida I, amida Il e amida 111 foram observadas, respectivamente, em 1.643 cm™,
1.527 cm™ e 1.238 cm™ (ALVES; ARANHA; CHAUD, 2018).

Nos espectros de P407 em 3.500 cm™ e 2.889 cm™ foram observados estiramentos de,
respectivamente, -OH e C-H alifatico. As vibragdes de C-O foram apresentadas em 1.469 cm’
1¢1.109 cm™ (JINDAL; MEHTA, 2015; LIU et al., 2017; WANG et al., 2006). No espectro

de PSR (Fig. 47-A) foram observados duas bandas caracteristicas da romé& (Punica granatum
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L.), em 3.421 cm™ o grupo hidroxila e em 1.651 cm™ foi relacionado ao C=C, sendo as
vibracgdo de estiramento dos anéis de benzeno (EDISON; SETHURAMAN, 2013; OLIVEIRA
etal., 2016).

Na literatura ndo foram encontrados estudos que descrevem os espectros de DPPA
puro, no entanto, devido sua composi¢do quimica sugere que em 2.170 cm™ correspondem as
vibracGes de nitrogénio (N3) (BENKADDOUR et al., 2013), os estiramentos na regido entre
1.400-1.600 cm™ foram referentes as vibragdes de C=C, sendo caracteristica dos anéis
aromaticos (OLIVEIRA et al., 2016). Em 1.010 cm™ foi observado como ligagbes de C-O
(COLDEA et al., 2013), e entre 600-1.110 cm™ como grupo fosfato (PO.*), podendo ser
apresentado na forma simétrica ou assimétrica (OLIVEIRA et al., 2009).

Nos espectros das formulacbes de CLL, em DT1-F21 foram observados bandas
correspondentes ao grupo -OH, vibragdo de CH>, grupo carbonila e vibracdes de ligacdo do
grupo C-O, respectivamente, em 3.462 cm?, 2.920 cm?, 1.651 cm? e 1.095 cm™. Na
formulagdo DT2-F21 apresentou bandas descrita como -OH em 3.445 cm™, em 2.922 cm™? foi
observado as vibrages de CHz, o grupo carbonila em 1.649 cm? e estiramento
correspondente ao C-O foi observado em 1.093 cm™™,

Nos espectros dos Scaffolds-CLL (Fig. 43-B), todas as formulagdes (RC-DT1-F21,
RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21) exibiram bandas e estiramentos caracteristicos
dos componentes usados na composic¢ao das formulac6es, desta forma, os resultados indicam

gue houve uma mistura e interacdo quimica entre os componentes das formulacdes.
18.7 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A avaliagdo termoanalitica permitiu identificar as mudancas nas transformagdes fisico-
quimicas influenciadas pelo aquecimento nos componentes das formulagdes (COL, AH, SF,
P407, PSR, DPPA, DT1-F21 e DT2-F21) e do Scaffold-CLL (RC-DT1-F21, RC-DT2-F21,
DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21). Essa analise foi realizada usando DSC, os resultados dos
termogramas estdo apresentados na Figura 44 para componentes das formulacdes (Fig. 44-A)
e Scaffold-CLL (Fig. 44-B).
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Figura 44 - Resultados dos termogramas dos (A) componentes das formulacdes e (B) Scaffold-CLL
avaliados por DSC
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Nota: (A) COL - Colageno bovino tipo I; AH - Acido hialurénico; SF - Solugdo de fibroina da seda; P407 -
Poloxamer 407; PSR - Polifendis isolados do suco da romd em meio aquoso; DPPA - Difenil fosforil azida;
Formulagbes de CLL (DT1-F21 e DT2-F21). (B) As formulagcfes variaram pelo tipo de agente reticulante RC
(0,03% de PSR) ou DC (0,03% de PSR) e formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).

Fonte: Elaboragao propria.

Nos termogramas dos componentes das formulacGes (Fig. 44-A), para COL foram
observados trés eventos térmicos. O pico a 85,7 °C (inicio: 39,7 °C; final: 124,7 °C, com AH
de -203,8 J/g), corresponde a desidratacdo das fibras de coldgeno. Esse fenbmeno esta
relacionado com a desnaturacdo do colageno (Td), quando hd um aumento da temperatura
ocorre quebra das ligacdes de hidrogénio entre as triplas hélices, resultando na perda de agua
em torno da molécula de colageno (BADEA; USACHEVA; DELLA GATTA, 2015; LEON-
MANCILLA et al., 2016). No pico a 226,8 °C (inicio: 217,4 °C; final: 231,9 °C) foi descrito
como transi¢do vitrea (Tg). E o ultimo evento térmico foi observado a 272,6 °C (inicio: 253,7
°C; final: 290,7 °C; AH: -27,0 J/g), sendo correlacionado a decomposi¢édo de proteinas, devido
a perda de ligacBes de hidrogénio (ALVES et al., 2018; LEON-MANCILLA et al., 2016).

No termograma do AH foi observado evento térmico a 120,1 °C (inicio: 117,9 °C;
final: 122,8 °C; com AH de -8,2 J/g), indicando temperatura de fusdo do AH, esse resultado €
similar ao resultado encontrado na literatura (ALVES et al., 2019b). No termograma de SF
houve pico a 69,1 °C (inicio: 44,4 °C; final: 88,9 °C; com AH de -58,3 J/g), indicando uma
evaporacao de dgua. E no pico observado a 290,8 °C (inicio: 273,1 °C; final: 300,0 °C; com
AH de -154,8 J/g) foi descrito como decomposicdo térmica (ALVES; ARANHA; CHAUD,
2018). Para o termograma de P407 foi apresentado um evento térmico a 56,1 °C (inicio: 53,6
°C; final: 57,9 °C; com AH de -151,7 J/g), relatado como temperatura de fusdo (BEI et al.,
2010; THAPA et al., 2015).

No termograma de PSR, para a faixa de temperatura analisada (25-300 °C) n&o foram

evidenciados eventos térmicos. Para extratos de roma alguns estudos na literatura descrevem
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Tg e temperatura de fusdo abaixo de zero, sendo em torno de -50 °C (AL-RAWAHI et al.,
2013; HOBANI; ELANSARI, 2004). Para termograma de DPPA foi observado evento
térmico em 191,5 °C (inicio: 177,6; final: 203,8; com AH de -74,4 J/g). Porém, ndo ha estudos
na literatura que descreva estudo termoanalitico de DPPA puro, contudo, nos dados do
fabricante foi relatado uma temperatura de ebuli¢do a 157 °C.

Nas formulagOes de CLL, no termograma de DT1-F21 foi observado dois eventos
térmicos. Em 52,5 °C (inicio: 50,6 °C; final: 55,6 °C) e outro a 99,3 °C (inicio: 93,7 °C; final:
106,7 °C). Para a DT2-F21 também foram observados dois eventos térmicos, sendo em 53,9
°C (Inicio: 48,4 °C; Final: 57,2 °C) e a 103,7 °C (inicio: 98,3 °C; final: 109,5 °C). Esses
resultados exibidos nas formulages de CLL confirmam a solubilizacdo de monoleina (MO-
18-92 ou MO-18-99), fase aquosa e hidrétropo (P407) para obtencdo das nanoparticulas. O
DSC também é considerado um método de investigacdo e caracterizacdo da formacdo das
nanoestruturas liquido cristalinas, devido a temperatura ser um parametro critico na auto-
organizacao e ordenamento das moléculas de CLL (SOUZA et al., 2020).

De acordo com os resultados dos termogramas dos Scaffolds-CLL (Fig. 44-B), todas
as formulagdes apresentaram eventos térmicos entre 25-100 °C correspondente a COL (Td),
sendo possivel observar a interacdo e mistura miscivel dos componentes usados para compor
as formulacdes. E no evento térmico observado em 230 °C foi atribuido a um relaxamento das
cadeias do COL, ocorre uma transicdo hélice-bobina indicando uma extensdo intermolecular
da reticulacdo (ALVES et al., 2019a). Os resultados numéricos dos picos, inicio, final e AH

do scaffold funcionalizado estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados numéricos dos picos, inicio, final e entalpia calorimétrica do Scaffold-CLL
avaliado por DSC

Formulacdes

Parametros avaliados RC- RC- DC- DC-
DT1-F21 DT2-F21 DT1-F21 DT2-F21
Pico (°C) 49,9 50,6 46,7 47,5
Inicio (°C) 46,0 46,9 43,2 44,2
Final (°C) 52,8 55,1 49,9 52,0
Entalpia calorimétrica - AH (J/g) -1,6 -3,4 -2,0 -2,3

Nota: As formulacGes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).
Fonte: Elaboragéo propria.

O pico (Td) é uma medida que representa densidade de reticulacdo. Assim, quando
ocorre uma rigidez das triplas hélices do colageno, resulta em baixa taxa de desnaturacdo

(Td), causando uma maior temperatura de fusdo (LAKRA et al., 2014). Conforme descrito
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por Meyer (2019), os valores de AH refletem diretamente no numero de ligacGes de
hidrogénio, sendo um pardmetro que indica o grau da estrutura das triplas hélices. As triplas
hélices do coladgeno sdo mantidas associadas entre as ligagfes de hidrogénio, promovendo
uma rede intramolecular e intermolecular. Essas ligacdes resultam em maior estabilidade do
coldgeno no processo de reticulacdo (LAKRA et al., 2014).

De acordo com a Fig. 44-B e Tab. 12 foi possivel sugerir que os eventos térmicos
observados foram influenciados pela composicdo do Scaffold-CLL. Comparando o0s
resultados o maior pico (Td) foi observado para RC-DT2-F21, onde RC-DT2-F21> RC-DT1-
F21> DC-DT2-F21> DC-DT1-F21. No resultado de AH o maior valor foi exibido para RC-
DT2-F21, onde RC-DT2-F21> DC-DT2-F21> DC-DT1-F21> RC-DT1-F21. Dessa forma, a
formulacdo de CLL com MO-18-99 (DT2-F21) reticulada com PSR (0,03%) apresentou
melhores resultados, indicando que houve maior grau de reticulacdo, devido aumento das

ligagGes de hidrogénio.

18.8 Caracteristicas morfométricas

As caracteristicas morfoldgicas e morfométricas do Scaffold-CLL foram avaliadas por
microtomografia computadorizada tridimensional (UCT). A uCT é uma analise néo
destrutiva, capaz de obter imagens tridimensionais de dispositivos porosos em escala
micrométrica, que obtém imagens digitais e fornecem dados quantitativos e qualitativos sobre
a morfologia tridimensional do biomaterial analisado (MASSIMINO et al., 2020). Os
resultados das caracteristicas morfométricas estdo apresentadas na Tabela 13 e Figura 45

estdo apresentados os dados numéricos das caracteristicas morfologicas.

Tabela 13 - Resultados numéricos das caracteristicas morfométricas do Scaffold-CLL avaliados por
microtomografia computadorizada tridimensional
Formulacfes

Parametros avaliados RC- RC- DC- DC-
DT1-F21 DT2-F21 DT1-F21 DT2-F21
Interconectividade de poros (%) 72,33 73,37 74,48 69,57
Volume de poros abertos (mm?3) 6,13 4,31 3,62 7,67
Poros fechados (%) 0,03 0,03 0,03 0,04
Grau de anisotropia 0,74 0,89 0,87 0,79

Nota: As formulacBes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).
Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 45 - Resultados das caracteristicas morfoldgicas do Scaffold-CLL avaliado por
microtomografia computadorizada tridimensional
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Nota: As formulagdes variaram pelo tipo de agente reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e
formulagdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).
Fonte: Elaboragao propria.
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De acordo com as caracteristicas morfologicas (Fig. 45) foi possivel observar a
densidade entre as formulagdes RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21. O
maior grau de densidade foi evidenciado pelas regiGes que apresentam coloracdo mais
escuras, em tom de azul, essa densidade est4 diretamente relacionada ao grau de reticulagdo
das formulacOes (SILVA et al., 2014). Assim, esses resultados confirmam a reticulagcdo dos
Scaffolds-CLL.

A composicdo do Scaffold-CLL influenciou nos resultados numéricos das
caracteristicas morfométricas avaliados por uCT (Tab. 13). A formulacdo DC-DT1-F21 se
destacou pelo maior valor de interconectividade de poros, DC-DT2-F21 pelo maior volume de
poros abertos e fechados, e a formulagio RC-DT2-F2 pelo maior grau de anisotropia.
Embora, os resultados para percentual de interconectividade de poros, volume de poros
abertos, percentual de poros fechados e grau de anisotropia serem considerados satisfatorios
para todas formulagbes (RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21).

A porosidade é um pardmetro critico a ser considerado na projecdo de scaffolds
aplicados na engenharia de tecido cardiaca, devido os scaffolds fornecerem um
microambiente tridimensional adequado para suporte a nivel celular, propiciando ligacéo,
proliferacdo e diferenciacdo celular. O scaffold com porosidade adequada possui tamanhos
especificos e similares ao tecido nativo a ser reparado, podendo influenciar no veiculo para
células e fornecendo de modo regular nutrientes e oxigénio. Assim, prevenindo a morte
celular dependente de ancoragem (MASSIMINO et al., 2020; PINA et al., 2019).
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Além da porosidade, o grau de anisotropia € um pardmetro crucial para direcionar
nova diferenciagéo de tecido (MULDER; BUMA; HANNINK, 2009). Esse parametro pode
ser influenciado pela escolha do método. A obtencéo de scaffolds por compresséo de plastica
seguida de ultracongelamento e liofilizacdo, tem sido amplamente usada na obtencdo de
matrizes tridimensionais porosas. Scaffolds desenvolvidas por ultracongelamento, formam
matrizes com estruturas de poros anisotropicos (ALVES et al., 2019a).

O grau de anisotropia com valores mais proximos de zero, indicam estruturas
isotropicas, quando os valores estdo mais proximos de 1, as amostras sdo consideradas
estruturas anisotropicas. Os scaffolds com caracteristicas isotropicas ndo apresentam relaces
estruturais e funcionais com o tecido nativo, mas quando tém caracteristicas anisotropicas, 0s
scaffolds sdo fabricados com relacdo direta ao tecido nativo, com semelhancas estruturais
hierarquicas de diversos tipos de células da MEC. Desse modo, o reparo tecidual com
scaffolds anisotrépicos tendem a ser mais eficazes, por apresentarem arranjos arquiteténicos,
anatomicamente mais semelhantes a morfologia celular e tecido nativo (MULDER; BUMA,
HANNINK, 2009).

18.9 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As imagens microscopicas usando MEV permitiu analisar as caracteristicas
morfolégica em diferentes magnificacdes (100x, 250x e 500x) da superficie do Scaffold-CLL
(RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21). Essas imagens estdo
apresentadas na Figura 45. Nas imagen de MEV (Fig 46) foi possivel observar
microestruturas porosas regulares continuas, com distribuicdo uniforme de poros interligados.
Porém, houve diferenca na conformacdo e arranjo dos sistemas de poros nas formulagdes
(RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-F21), indicando a influéncia da
composicdo. Assim, esses resultados confirmam a porosidade descrita nos resultados obtidos
por microtomografia computadorizada tridimensional (Fig. 45 e Tab. 13).

O miocardio tem estrutrura Unica permitindo uma contracdo simultanea, sendo
composto por fibras de musculo com tamanho entre 50-100 pm de comprimento e didmetro
aproximadamente de 14 pm (SAPIR et al.,, 2013). Os resultados da porosidade nas
formulacbes avaliadas por MEV foram considerados adequados por estarem em escala
micromeétrica. O tamanho dos poros do Scaffold-CLL variaram entre 35 e 98 pm. Na
formulacdo de RC-DT1-F21 variou entre 93 e 98 um (91,1+8,6), para RC-DT2-F21 ficou em
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torno de 72 um (72,2+0,14), na formulacdo de DC-DT1-F21 foi entre 35 e 41 pm (38,0+2,9)
e para DC-DT2-F21 variou entre 41 e 46 um (44,8+3,1).

Figura 46 - Resultados das imagens microscopicas dos Scaffolds-CLL com magnificacdo de 100X,
250x e 500x avaliados por MEV

(A)

(B) RC-DT2-F21 [M¥§

g

(©)

©)

Nota: (A) - RC-DT1-F21 em 100x, 250x e 500x; (B) - RC-DT2-F21 em 100x, 250x e 500x; (C) - DC-DT1-F21
em 100x, 250x e 500x; (D) - DC-DT2-F21 em 100x, 250x e 500x. As formulagdes variaram pelo tipo de agente
reticulante RC (0,03% de PSR) e DC (0,03% de PSR) e formulacdo de CLL (DT1-F21 ou DT2-F21).

Fonte: Elaboracao propria.

19 CONCLUSOES

Na medicina regenerativa um dos principais requisitos e desafio na projecdo de
scaffolds aplicado no tecido cardiaco lesionado, consiste no potencial de conducdo e
propagacdo de estimulo mioelétrico. Em nosso estudo a estratégia de associar os CLL aos
scaffolds teve por finalidade permitir que o CLL apresentasse potencial de inducdo do
estimulo mioelétrico.

Os Scaffolds-CLL foram caracterizados como semicondutores, assim possuem
potencial para facilitar a propagacdo dos sinais elétricos na contragdo e auxiliando no
direcionamento da proliferacdo e diferenciacdo das células mesenquimais e cardiomidcitos.
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As propriedades mecanicas foram influenciadas pela composicdo, tipo de agente reticulante
(PSR ou DPPA) e arranjo estrutural.

A capacidade de intumescimento e desintegracdo foram influenciado pelo grau de
reticulacdo das formulacGes. A reticulacdo € um parametro critico que reflete na reducéo ou
absorcdo de fluidos, ou seja, quando ocorre menor perfil da capacidade de intumescimento,
isso reflete diretamente na alta densidade de reticulacdo, resultando em menor flexibilidade e
reducdo do volume livre entre as cadeias poliméricas. Para desintegracdo, a diminuicdo do
tempo garante uma integridade estrutural e maior controle de perda de massa.

Nos espectros de FTIR foi possivel concluir que houve interacdo quimica entre os
componentes usados para compor as formulacgdes. Para os termogramas obtidos por DSC foi
concluido que houve interacdo entre os biopolimeros, sugerindo uma mistura miscivel. As
formulacBes foram caracterizadas como matrizes tridimensionais porosas, e essa porosidade
foi confirmada pelas caracteristicas morfométricas e morfoldgicas.

Diante disso, as formulagbes RC-DT1-F21, RC-DT2-F21, DC-DT1-F21 e DC-DT2-
F21 foram consideradas matrizes tridimensionais porosas, com caracteristica anisotropica e
semicondutora, que possuem viabilidade para atuar como suporte temporario na interacdo
Scaffold-tecido cardiaco para aplicacdo apds lesdes causadas por infarto do miocérdio para

promover reparo e recuperagéo tecidual.

20 PERSPECTIVAS FUTURAS

A medicina regenerativa € uma area que engloba todo processo cientifico no reparo,
melhoria e progresso da recuperacdo em nivel funcional e tecidual. Atualmente, os estudos
cientificos envolvendo o desenvolvimento e aplicacdo de dispositivos bioldgicos tem
avancado significativamente, assim como estudos dos scaffolds para aplicagdo na engenharia
de tecido cardiaco. Embora sejam expressivos 0s avangos cientificos, ainda € necessario
investimento de novos estudos a fim de contribuir para projecéo, desenvolvimento e aplicagéo
de scaffolds cardiacos.

Nesse estudo as etapas futuras se concentram, principalmente, na (i) avaliacdo de
bioadesdo (mecanica) entre scaffold-CLL e tecido cardiaco; (ii) avaliar a capacidade
antioxidante do scaffold-CLL; (iii) avaliagdo in vitro de citotoxicidade, viabilidade celular,
adesdo celular e genotoxicidade e (iv) avaliacéo in vivo da eficiéncia de reparo tecidual, bem
como, acompanhamento de marcadores bioquimicos, hematologicos e mecanismo de estresse

oxidativo.
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ABSTRACT

Pomegranate (Punica granatum L.) is a polyphenols source, such as anthocyanins, punicalagin, ellagitannins and tannins.
Polyphenols are antioxidant compounds present in foods as cereals, fruits (peels, seeds and juice), vegetables, wine, and
among others. Polyphenols are responsible to protect cells and to limit the risks of degenerative and tumoral diseases, as well
as, to prevent cardiovascular diseases, neuronal diseases, and present important anti-inflammatory effects. The purpose of
this study was to isolate polyphenols from pomegranate juice using solvents without heating. The solvents used were
ultrapure water, ethanol, ethanol 70% and methanol. The samples were characterized by FTIR to evaluate the physical-
chemical properties, the total polyphenols content was quantified by Folin-Ciocalteau method, using gallic acid as standard
equivalent, and the total anthocyanins content was quantified by pH-differential method, using anthocyanins (cyanidin-3-
glucoside) as standard equivalent. FTIR spectra showed the main characteristic groups of polyphenols, as hydroxyl group and
stretching vibration of benzene rings. And the characteristic groups of solvents were CHz ou CHs, hydroxyl, carboxyl e
carbonyl group. For the quantification of total polyphenols and anthocyanins content, the best results were found to the
pomegranate juice: ultrapure water samples. According to the data obtained it was possible to conclude, who the process
employed was effective to isolate the polyphenols from pomegranate juice and the use of different types of solvent influenced
in the achievement of these results.

Keywords: Pomegranate juice; Polyphenols; Anthocyanins.
RESUMO

Roma (Punica granatum L.) é uma fonte de polifendis como as antocianinas, punicalagina, elagitaninos e taninos. Os
polifendis sdo compostos antioxidantes presentes em comidas como cereais, frutas (casca, sementes e suco), vegetais, vinho e
entre outros. Polifendis sdo responsaveis por proteger as células e limitar os riscos de doengas degenerativa e tumoral, assim
como, prevenir doengas cardiovasculares, doengas neuronais e apresentam importantes efeitos anti-inflamatérios. O objetivo
desse estudo foi isolar polifendis do suco da romd usando solventes sem aquecimento. Os solventes usados foram agua
ultrapura, etanol, etanol 70% e metanol. As amostras foram caracterizadas por FTIR para avaliar as propriedades fisico-
quimica, o teor total de polifendis foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteau, usando o &cido galico como equivalente
padrdo e o teor total de antocianinas foi quantificado pelo método de pH-diferencial, usando antocianinas (cianidina-3-
glucosideo) como equivalente padrdo. Os espectros de FTIR mostraram os principais grupos caracteristicos dos polifenois,
como grupo hidroxil e estiramento de vibragdes de anéis de benzeno. E os grupos caracteristicos para 0s solventes foram os
grupos CH2 ou CHs, hidroxil, carboxil e carbonil. Para quantificagdo do teor total de polifendis e antocianinas, os melhores
resultados foram encontrados para as amostras de suco de roma: 4gua. De acordo com os dados obtidos foi possivel concluir,
que o processo empregado foi efetivo para isolamento dos polifendis do suco da roma e que o uso de diferentes tipos de
solvente influenciou na obtencéo desses resultados.

Palavras-chave: Suco da romé; Polifendis; Antocianinas.

1 INTRODUTION

Pomegranate (Punica granatum L.) belongs to family Punicaceae, being cultivated in subtropical and tropical region, the
fruit has been used in many countries and cultures of the worldwide (PUTNIK et al., 2018; BASSIRI-JAHROMI,
DOOSTKAM, 2019). The pomegranate fruit contains many arils (red pulp and seeds) separated by a membrane called of
pericarp. Pomegranate (peel, seeds and juice) has a valuable source of polyphenols, such as punicalagin, ellagitannins,
tannins, flavonoids, anthocyanins and among others (AMBIGAIPALAN; CAMARGO; SHAHIDI, 2016; BASSIRI-
JAHROMI; DOOSTKAM, 2019).

Polyphenols are originated from metabolism secondary of plants acting as an antipathogenic agent and contributing to
pigmentation, and they are responsible for colour, astringency, aroma and oxidative stability (NACZK; SHAHIDI, 2004;
MARTIN et al., 2017). In our diets, the polyphenols are the most abundant antioxidants present in vegetables, cereals, teas,
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wines, and fruits such as orange, tangerine, cherry, grapes, blueberries and pomegranate (D’ARCHIVIO et al., 2007;
FREITAS, 2019).

Chemically, the polyphenols present several hydroxyl groups on aromatic rings. Thus, polyphenols are classified by
classes, according to number of phenol rings and structural elements to bind these rings. Thereby, the main polyphenols
groups are phenolic acids, flavonoids, stilbenes and lignans (MARTIN et al., 2017). Figure 1 describe the flowchart of

classes and sub-classes of polyphenols.

Figure 1. Flowchart of classification of polyphenols based in the types of phenolic phytochemicals.
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Anthocyanins belong to flavonoids class, being the largest group of water-soluble pigments (SHAIDI; NACZK, 2005).
Basically, the structural chemical of anthocyanins is formed by benzene rings bonds (C6-C3-C6) who differ by number,
position and hydroxylation and methoxylation degree of rings. In literature, there are six main anthocyanins described, being
cyanidin, delphinidin, malvidin, peonidin, pelargonidin and petunidin (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-
LOPEZ, 2010).

Anthocyanins from pomegranate has bioactive properties, although these properties may be varying according to
cultivation type, growing, location, climate, and the maturity at harvest. In literature, the pomegranate is considered the
healthy food, due its benefits and high antioxidants content. The mains medicinal properties related are antioxidant activity,
wound healing, antidiabetic, antitumoral, anti-inflammatory, antimicrobial, and cardiovascular protective effect against low-
density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL), and atherosclerosis (AVIRAM; ROSENBLAT, 2013;
NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016; PUTNIK et al., 2018).

The purposes of this study was to isolate polyphenols from pomegranate juice using solvents applied mechanical
agitation followed by centrifugation without heating. The solvents used were ultrapure water, ethanol, ethanol 70%, and
methanol. The samples were characterized by FTIR to evaluate the physical-chemical properties. Total polyphenols content
was quantified by folin-ciocalteau method, using gallic acid as standard equivalent and the total anthocyanins content was
analysed by pH-differential method, using anthocyanins (cyanidin-3-glucoside) as standard equivalent. Total polyphenols and

anthocyanins content were evaluate using spectrophotometric methods.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 MATERIALS

Pomegranate (Punica granatum L.) (Harvest in Sorocaba, Sdo Paulo, Brazil), ethanol (Synth, Sdo Paulo, Brazil),
ultrapure water (18,2 MQ.cm™), and methanol (Chemco, Sao Paulo, Brazil) were used to obtain the samples. Gallic acid
(Dindmica, Sao Paulo, Brazil), folin-ciocalteau reagent (Dinamica, Sdo Paulo, Brazil) and sodium carbonate (Na2CQOs) were
used to total polyphenols content. Potassium chloride (Dindmica, Sdo Paulo, Brazil) and sodium acetate (Dindmica, Séo

Paulo, Brazil) were used to quantified total anthocyanins content. All reagents used was analytical grade.
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2.2 OBTAINING OF POMEGRANATE JUICE (Punica granatum L.)

Pomegranate was harvested from tree located in Sorocaba (S&o Paulo, Brazil) before complete maturation. After manual
harvesting, the fruit were transported to Laboratory of Biomaterials and Nanotechnology (LaBNUS). Figure 2 showed the
pomegranate fruit portions. In this study was used the arils (red pulp and seeds), to obtain the pomegranate juice. Briefly, the
fruits were selected and washed with water to remove impurities. And thus, manually were cut to separate the peels and arils.
The pomegranate juice was obtained by compressed of arils, and after this process, the juice was stored in freezer (-18 °C).

Figure 2. Whole pomegranate and pomegranate portions (peels and arils).

Whole Pomegranate Peels and Arils Arils (red pulp and seeds)

2.3 POLYPHENOLS ISOLATED FROM POMEGRANATE JUICE (PUNICA GRANATUM L.)

Polyphenols isolated from pomegranate juice was performed using four types different of solvents. Briefly, the samples
were prepared in the proportion 1:10 (sample: solvent), and the solvents used were ultrapure water, ethanol (99.5%), ethanol
70% and methanol. The sample: solvent (v/v) were agitated by orbital shaker (Tecnal, TE-4200, Piracicaba, Brazil) in 100
rpm at 25 °C during 60 minutes, and in sequence, the samples were centrifuged (Celm, Combate, Barueri, Brazil) in 3.400
rpm (2.232 g-force) during 30 minutes. After this process, the supernatant was collected and stored in freezer (-18 °C).

2.4 FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR)

FTIR (IRAffinity-1S. Shimadzu, Kyoto, Japan) analysis was used to determine the chemical interaction between
pomegranate juice and solvents. The characterization of specific chemical groups was evaluated by FTIR using the attenuated
reflectance technique (FTIR-ATR) in the transmittance mode. Spectra were obtained in the wavelength range from 4000 to
600 cmt, with a resolution of 4 cm™ and 128 scans. The results were collect using Labsolutions Software. The spectra were
normalized, and the vibration bands were associated with the main chemical groups of each component of the samples.

2.5 ANALYTICAL CURVE TO DETERMINE TOTAL POLYPHENOLS CONTENT

Total polyphenols content was determined by folin-ciocalteau method, described by Cam; i¢yer (2013) and Fawole;
Opara (2016) with modifications. For the quantification, the gallic acid was used as standard equivalent. The stock solution
was prepared by dissolution aqueous of gallic acid (5 wt.%). Further dilutions were also performed in ultrapure water to
obtain the calibration curve, in concentration range of 50-400 pg/mL. After this preparation, in each dilution was collect 500
pL and transferred in a glass test tube and added 2.5 mL of folin-ciocalteau reagent and 2.0 mL of sodium carbonate. The
mixture was incubated for 15 min. in a thermostatic bath (Brookfield, TC 550, Middleborough, USA) at 50 °C and fast
cooled in a freezer at -18 °C for 5 min.

The calibration curve had obtained by interpolation method, which unequivocally related to the analyte concentration,
with the corresponding analytical signal at 760 nm (), resulting from a linear relationship. The coordinates between at least
two points on the straight line was defined as the set of points, whose coordinates satisfied the linear equation. The
calibration curve had carried out in triplicate on seven points. To interpolation of signal with analyte concentration was used
spectrophotometer (Femto 800XI, S&o Paulo, Brazil).
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2.6 TOTAL POLYPHENOLS CONTENT

Total polyphenols content was evaluated according to the folin-ciocalteau method. Briefly, the samples of 50 puL were
dispersed in 2.5 mL of folin-ciocalteau reagent (2:10) and 2.0 mL of sodium carbonate (7.5%). The samples were maintained
at 50 °C in thermostatic bath, and in sequence, cooled in freezer (-18 °C) for 5 min. The samples were analyzed in triplicate
and the total polyphenols content was determined at wavelength (1) of 760 nm by spectrophotometer, using FemtoScan

Software. The results were expressed as g of gallic acid equivalents (GAE) per mL of samples.

2.7 TOTAL ANTHOCYANINS CONTENT

Total anthocyanins content was evaluated according by the pH-differential method described by Lee; Durst; Wrolstad
(2005) and Ambigaipalan; Camargo; Shahidi (2016) with slights modifications. The samples of 0.5 mL were dispersed in 9.5
mL of 0.025 M potassium chloride buffer (pH 1.0) and 0.4 M sodium acetate buffer (pH 4.5), separately. After 20 min, the
samples were analysed in triplicate at 520 and 700 nm by spectrophotometer, using FemtoScan Software. The results of
anthocyanins (cyanidin-3-glucoside) content were expressed in pg per mL of sample, being calculated according to Eq. (1).

[(A520— A700) pH 10— (4520 —A700) pH 45]. MM.DF. 10?
.1

€ (mgfL) = (1)

Where C (mg/L) represents total anthocyanins (cyanidin-3-glucoside) content, A is absorbance, MM is molecular weight
of cyanidin-3-glucoside (449.2 g/mol), DF is dilution factor, 10° is used to conversion from gram to milligram, ¢ is molar
absorptivity (26.900), and 1 is de path length (1 cm).

2.8 STATISTICAL ANALYSIS

All data were presented with the mean values + standard deviation (SD). The data obtained were evaluated by one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey analysis. The test was performed using 95% of confidence interval. A
two-sided P value of <0.05 was considered significant.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 POLYPHENOLS ISOLATED FROM POMEGRANATE JUICE (PUNICA GRANATUM L.)

Polyphenols isolated from pomegranate juice was carried out with liquid-liquid samples (1:10). The liquid-liquid is a
process to separate the components, due its distribution between two liquid phases. This process can be occurs, when the
transfer of mass from one liquid phase into second liquid phase, this method may be performed in many different ways
(ROBBINS; CUSACK, 1999; MARTIN et al., 2017).

Therefore, in this study the method applied was the liquid-liquid process without heating, associating mechanical
agitation, followed by centrifugation. Thereby, the centrifugation method act as sorting out of mixture, causing the suspended
particles to tend to sedimentary (sedimentation process), and this is due to the difference in density, influenced by the
centrifuge acceleration (g-force) that is employed in samples (ANLAUF, 2007). This sedimentation process that occurs can
be seen in Figure 3 (B).

Figure 3 shown the samples of pomegranate juice (A) before and (B) after the polyphenols isolate process. Polyphenols
isolate from pomegranate juice was performed using different solvents, being ultrapure water, methanol, ethanol 70%, and
ethanol (99.5%).
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Figure 3. Samples of pomegranate juice (A) before and (B) after polyphenols isolate process. The number identify the
samples, being (1) Pomegranate juice: ultrapure water; (2) Pomegranate juice: methanol; (3) Pomegranate juice: ethanol
- 70%, and (4) Pomegranate juice: ethanol (99.5%).
B =

3.2 FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR)

The mid-infrared spectrometer was used to analyse the fundamental vibration energy linked rotational-vibrational that
attached to interaction of infrared radiation between pomegranate juice samples. Infrared spectra were analysed in graph with
FTIR in transmittance mode. The Figure 4 shows the samples of pomegranate juice with ultrapure water, ethanol (99.5%),
ethanol 70%, and methanol.

Figure 4. FTIR spectra in samples of polyphenols isolated pomegranate juice. All spectra were obtained at 23+1°C (room
temperature).
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The two characteristic peaks of pomegranate shown in the FTIR spectra (Figure 4) in pomegranate juice: ultrapure
water. The 3421 cm™ peak was corresponding hydroxyl group (-OH) and 1651 cm™ peak was related to C=C stretching
vibration of benzene rings (black dashed line) (EDISON; SETHURAMAN, 2013; OLIVEIRA et al., 2016), these peaks
indicate the presence of polyphenols in pomegranate juice: ultrapure water samples.

Pomegranate juice: ethanol (99.5%) sample was observed characteristics peaks of ethanol and an intensity reduction
between 1650-1600 cm™* of C=C group (black dashed line). The region between 3371-3419 cm™ was related to -OH group,
the peak in 3000-2980 cm were related to stretching vibration of CH2 or CHs groups (OMEROGLU AY et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2016), and the 1200-900 cm bands were observed frequencies specific of C-O bonds (red dashed line)
(COLDEA et al., 2013).

While in pomegranate juice: ethanol 70% sample in 3419 cm, 2982 cm™ and 1649 cm™* corresponding, respectively,
stretching vibration of hydroxyl group, CH2 or CHs and stretching vibration of C=C (black dashed line) was similar with
pomegranate juice: ultrapure water sample (OMEROGLU AY et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016). And peaks observed
between 1200-900 cm™ bands were specific stretching of C-O bonds (red dashed line) (COLDEA et al., 2013).

Pomegranate juice: methanol sample was observed characteristics peaks of methanol and an intensity reduction
between 1650-1600 cm™ of C=C group (black dashed line). The peak found were resemble with methanol, as described by
Coldea et al., (2013) and Rizwana; Alwhibi; Soliman (2016). Peak obtained at 3358 cm™ represents hydroxyl group, the CH
and CHa stretching were observed at 2943 cm* and 2833 cm'!, and the peak at 1028 cm™ represents C-O stretch (red dashed
line).
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3.3 ANALYTICAL CURVE TO DETERMINE TOTAL POLYPHENOLS CONTENT

Analytical curve (Figure 5) was developed to determine total polyphenols content. The linearity was obtained between
50-400 pg/mL, corresponding to absorbance values between 0.01 and 0.6. The correlation coefficient was of 0,998 and linear
equation obtained was y=0,0017x - 0,0832. The calibration curve is an empirical equation that relates the response of a
specific instrument to the concentration of specific sample analyse. The analytical method obtained by spectrophotometer to
determine polyphenols content was simple, reliable, easy to perform, reproducible and low-cost (BLAINSKI; LOPES;
MELLO, 2013).

Figure 5. Analytical curve to determine total polyphenols content in samples of polyphenols isolated from pomegranate
juice.
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3.4 TOTAL POLYPHENOLS CONTENT

Total polyphenols content of samples were evaluated by folin-ciocalteau method. This colorimetric method relies in the
reduction of phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagent, due the transfer of electrons in alcaline medium of polyphenols
to obtain blue complexes able to read by spectrophotometer (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Total polyphenols content (Figure 6) was performed to analyze the polyphenols isolate from pomegranate juice using
different types of solvents. The results were expressed as pg of gallic acid equivalents (GAE) per mL of samples. The results
of total polyphenols content in pomegranate juice samples were different statistically (p>0.05). The results of samples
showed who higher value was found to pomegranate juice: ultrapure water, followed by pomegranate juice: ethanol,
pomegranate juice: methanol and pomegranate juice: ethanol 70%.

Figure 6. Total polyphenols content in samples of polyphenols isolated from pomegranate juice.
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Note: PJ - Pomegranate juice. Equal letters (for the same analysis) indicate that there is no significant difference between the
mean values (p>0.05) (n=3).

3.5 TOTAL ANTHOCYANINS CONTENT

Total anthocyanins content of samples were evaluated by pH-differential method. The pH is crucial factor that influence
in the colouring of anthocyanins, due the anthocyanins may be different colour and structural form. The difference of
absorbance obtained, in this method to promote infer the real anthocyanins fraction present in samples (TEIXEIRA,;
STRINGHETA,; OLIVEIRA, 2008; BORDIGNON JR. et al., 2009).
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Total anthocyanins content (Figure 7) was performed to determine the polyphenols isolate from pomegranate juice using
different types of solvents. The results of anthocyanins (cyanidin-3-glucoside) content were expressed in pg per mL of
sample. The higher result was found to pomegranate juice: ultrapure water, followed by pomegranate juice: methanol,
pomegranate juice: ethanol 99.5% and pomegranate juice: ethanol 70%. The samples of pomegranate juice with methanol,
ethanol (99.5%), and ethanol 70% were similar statistically (p<0.05), being different statistically (p>0.05) to pomegranate
juice: ultrapure water.

Figure 7. Total anthocyanins content in samples of polyphenols isolated from pomegranate juice.
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Note: PJ - Pomegranate juice. Equal letters (for the same analysis) indicate that there is no significant difference between the
mean values (p>0.05) (n=3).

Table 1 present values (mean + SD) of total polyphenols content versus total anthocyanins content in samples of
polyphenols isolate from pomegranate juice. When correlated the results of total polyphenols and anthocyanins content, in
the samples of pomegranate juice: ultrapure water was found 12% of total anthocyanins content, 11.5% to ethanol 70%, and
10% to ethanol (99.5%) and methanol. Therefore, the sample of pomegranate juice: ultrapure water presented higher result to
total anthocyanins content.

Table 1. Results of total polyphenols content versus total anthocyanin content in samples of polyphenols isolated from
pomegranate juice.

Total polyphenols content Total anthocyanins content
Samples
(Hg/mL) (Hg/mL)
PJ: ultrapure water 429,05+0,75 2 51,77+2,992
PJ: ethanol 423,01+1,29° 43,42+4,98°
PJ: ethanol 70% 319,16+0,75 ¢ 36,92+4,99°
PJ: methanol 420,43+4,66 ¢ 48,43+2,97"

Note: PJ - Pomegranate juice. Equal letters (for the same analysis) indicate that there is no significant difference between the
mean values (p>0.05) (n=3).

The different results found in the analysis to FTIR (Figure 4), total polyphenols content (Figure 6) and total
anthocyanins content (Figure 7), may be attributed to type of solvents used to promote the process of polyphenols isolated
from pomegranate juice, due the solubility of polyphenols vary according to, the polarity of the solvents, the degree of
polymerization of polyphenols and their interactions with other constituents of pomegranate juice (Punica granatum L.). The
solvents most used, described in literature, were water, methanol or acidified methanol, acetone, ethanol and their
combination (NACZK; SHAHIDI, 2004; ANGELO; JORGE, 2006; WANG, 2011).

The compound solubility in solvent system depends on of structural characteristic of each molecule polar and apolar
portion present in structure. Thus, molecules with a higher apolar ratio or poorly soluble in water decrease water solubility,
thereby, its do not easily form hydrogen bonds. However, the polarity and dielectric constant is a crucial factors to improve
the solubility, due its be a parameter that influences the dissolution process (GREMIAO; CASTRO, 1999; MEDEIROS;
KANIS, 2010).
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According to Gremido; Castro (1999), in our study, the dielectric constant at 20 °C were 25, 33.6, 41.6 and 80.4,
respectively, to ethanol, methanol, ethanol 70% and water. Therefore, the better results of total polyphenols and anthocyanins
content was found to pomegranate juice: ultrapure water, being the water the solvent with higher value of dielectric constant.
Other factors that also influenced the process of polyphenols isolated from pomegranate juice in food are chemical nature,
isolation method, sample particle size, storage time and conditions, thereby, the presence of interfering substances. The
chemical nature of polyphenols vary from simple to highly polymerized substances, that include varying proportions of
phenolic acids, phenylpropanoids, anthocyanins, tannins and among others substances (GREMIAQ; CASTRO, 1999;
SHAIDI; NACZK, 2005).

Anthocyanins belong to a class of natural compounds known as flavonoids who also include flavones and isoflavones,
who are formed via condensation of phenylpropane (C6-C3) compound. The anthocyanins constitute the largest group of
water-soluble pigments in the plant kingdom, being present in tissues of higher plants, from leaves, stems, roots, flowers and
fruits (peel, seeds and juice) (SHAIDI; NACZK, 2005; KHOO et al., 2017; FREITAS, 2019).

The chemical structural basic of anthocyanins (aglycone) is formed by C6-C3-C6. There are described, in literature, 17
types of anthocyanins who differ in the number, position and hydroxylation and methoxylation degree of rings, but six main
of them are the most commonly described, being cyanidin, delphinidin, malvidin, peonidin, pelargonidin and petunidin
(DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2010), these six main anthocyanins are described in Figure 8.

Figure 8. Chemical structure of the six main anthocyanins (cyanidin, delphinidin, malvidin, peonidin, pelargonidin and
petunidin).
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According to Freitas (2019) the composition of anthocyanins are present in plants, foods and fruit (peel, seeds and
juice), in general, beside this are described some specifically anthocyanins to some fruits. The cyanidin was found isolated in
apples, figs and peach. Delphinidin in eggplant and pomegranate and some fruits have two or more types of anthocyanins as
cherry, grapes and blueberries.

Anthocyanins-rich food are higher consumed due the potential antioxidant, therefore, it is having been widely studied
and used in medicine for treat several diseases. Anthocyanins possess antidiabetic, anticancer, anti-inflammatory and
antimicrobial effect. In the cardiovascular disease, the pomegranate are considered a healthy fruit, because have antioxidants
agents to protecting low-density lipoprotein (LDL) and high-density lipoprotein (HDL) from oxidation, attenuates
atherosclerosis development and decrease the blood pressure (AVIRAM; ROSENBLAT, 2013; KHOO et al., 2017).

Nascimento Jr. et al., (2016) described the use of pomegranate (Punica granatum L.) to promote the healing action of
stomatitis induced by burns on the tongue of rats. The rats were treated with pomegranate juice by gavage (G1), pomegranate
juice by gavage associated with local application of pomegranate peel tea (G2), and only local application of pomegranate
peel tea (G3). And it was found that after 14 days, the G2 group showed the better results. Thus, confirming the findings who
the pomegranate (Punica granatum L.), also has a healing action on the lingual mucosa of rats.

On the other hand, structurally the anthocyanins (Figure 8) present interest due its composition. Specifically, in the
hydroxyl (-OH) terminal, for being attractive to acting as cross-linking agent. However, in literature, there are no studies who
related anthocyanins as crosslinker effect in extracellular matrix (e.g. collagen) or biological devices, but there are some

structural characteristics who evidence this potential. Cross-linking agent may be classified as chemical cross-linking agent
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(e.g. epoxy compounds, diphenylphosphoryl azide (DPPA) and glutaraldehyde) or natural cross-linking agent (e.g. genipin
and proanthocyanidins). The cross-linking process can have chemical, physical, or biological approaches, and both are able to
connect the group functional of polymers chain to another one through covalent, ionic or hydrogen bond (ORYAN et al.,
2018; ALVES et al., 2019).

Although of use both cross-linking (chemical or natural), the natural cross-linking agent have more advantage, because
its biocompatible and present low cytotoxic effect to clinical applicability (CHOI; KIM; MIN, 2016; ALVES et al., 2019).
Thereby, some studies presented results using a natural cross-linking agent (ZHAI et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015;
VIDAL et al., 2016; WEI et al., 2018). Song et al., (2018) described the use of genipin as crosslinker to in situ formation of
injectable hydrogel of chitosan-gelatine for sustained intraocular drug delivery. The use of proanthocyanidins were described
by Choi; Kim; Min, (2016) and Alves et al., (2019) to promote crosslinker effect in scaffold to application in medicine

regenerative.

4 CONCLUSION

According to set of results findings it concludes who, the technique employed to isolate polyphenols from pomegranate
juice (Punica granatum L.) by liquid-liquid process using solvent method, and the quantification of total polyphenols and
anthocyanins content were effective and satisfactory. In the study, it may conclude that the solvents used influenced in
directly in process, being confirmed in the results of FTIR, total polyphenols content and total anthocyanins content. Thus, in
the results were observed who sample obtained with ultrapure water (pomegranate juice: ultrapure water) showed the better
results. Although the method applied is satisfactory and effective to isolation, the results may be optimized to future
applications. The use of anthocyanins have been widely studied, due the significant results in disease treatment, presented the
potential to antioxidants effect, anti-inflammatory effect, preventing cardiovascular diseases and neurodegenerative diseases.
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