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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de biomateriais para aplicacdes médicas e cientificas tem
despertado grande interesse devido ao seu potencial de impacto positivo nos cuidados
de saude. Dentre esses biomateriais, 0os scaffolds se destacam como uma ferramenta
versatil e promissora, especialmente em aplicacbes de engenharia de tecidos e
regeneracao de 6rgdos. Esses scaffolds sdo estruturas tridimensionais que fornecem
suporte fisico e bioquimico para o crescimento celular e a regeneracao de tecidos,
sendo desenvolvidos a partir de uma variedade de materiais, incluindo polimeros

naturais e sintéticos (Ravi et al., 2014).

Entre os materiais utilizados para a producéo de scaffolds, o alginato e o colageno
sdo amplamente estudados devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades bioativas (Roberts, 1992 apud Azevedo, 2007). O alginato, um
biopolimero natural derivado de algas marrons, é conhecido por sua capacidade de
formar géis suaves e porosos que podem atuar como matrizes ideais para aplicacdes
bioldgicas. O colageno, por sua vez, € a principal proteina estrutural da matriz
extracelular e contribui para criar um ambiente favoravel para a adesao, migracéo e
diferenciacdo celular, aspectos essenciais para a regeneracao tecidual (Prestes,
2015).

Apesar das propriedades benéficas desses biomateriais, a busca por estratégias que
otimizem suas caracteristicas e aprimorem o processo de regeneracao tecidual é
constante. Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi desenvolver scaffolds
combinando alginato e colageno, explorando a sinergia entre esses dois polimeros
naturais. A proposta foi criar uma matriz tridimensional que ofereca um ambiente
propicio para a adesao e proliferacdo celular, com o potencial de servir como base

para tratamentos inovadores em engenharia de tecidos e cicatrizagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOENGENHARIA DE BIOMATERIAIS

A bioengenharia é uma area multidisciplinar que combina conhecimentos de biologia,
engenharia e outras ciéncias aplicadas para desenvolver solu¢gdes inovadoras na
medicina regenerativa. Os avangos na engenharia de tecidos tém possibilitado o
aperfeicoamento de biomateriais projetados para favorecer a adesao, proliferacao e
diferenciacéo celular, aléem de estimular a producdo de moléculas especificas do

tecido-alvo (Oliveira et al., 2010).

Um dos pilares da biotecnologia médica moderna é a engenharia de tecidos e 6rgaos,
gue alia biologia estrutural e biomimética. Essa area fundamenta-se na compreenséao
da biologia dos sistemas supramoleculares, biologia celular e tecidual,
desenvolvimento e morfologia, bem como nos sistemas integradores dos organismos

superiores (Oliveira et al., 2010).

Nesse contexto, a bioengenharia tecidual surge como uma alternativa promissora para
enfrentar desafios como a faléncia de 6rgédos e lesGes extensas nos tecidos. Ela
oferece a possibilidade de substituir tecidos danificados por substitutos biolégicos,
promovendo a regeneracdo de tecidos funcionais e 6rgdos saudaveis (Kaigler;
Mooney, 2001).

Tecidos, por definicdo, sdo grupos de células especializadas, semelhantes ou
diferentes, que trabalham em conjunto para desempenhar funcées especificas em
organismos multicelulares. Quando ocorre uma les&o significativa, resultando na
perda de células e da funcdo tecidual, o reparo natural do organismo pode ser
insuficiente, exigindo intervencgdes externas. Esse suporte pode ser fornecido por

cirurgias ou por tecnologias biomédicas avancadas.

Para que o processo de reparo seja bem-sucedido, algumas condi¢cdes devem ser
atendidas, como suprimento sanguineo adequado, estabilidade mecéanica e a
presenca de uma estrutura tridimensional de suporte (Salgado, 2002; Gondim, 2007
apud Carvalho, 2010). Muitas vezes, sao necessarios procedimentos de enxerto ou a

substituicdo de tecidos por biomateriais que atuem como estruturas de suporte,
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incentivando a migracéo e proliferacéo celular (Cancedda et al., 2003; Schepers, 1998
apud Carvalho, 2010).

O maior desafio da bioengenharia tecidual & desenvolver biomateriais e técnicas que
otimizem a regeneracao tecidual (Langer et al., 1999). Esses materiais tém sido
extensivamente estudados por suas propriedades bioativas, biocompativeis e,
frequentemente, por apresentarem custos acessiveis (Verna et al., 1986 apud
Carvalho, 2010). A biocompatibilidade, em especial, é essencial para o sucesso do
tratamento, pois regula respostas fisiologicas de maneira controlada e tolerada. Para
garantir isso, € imprescindivel realizar testes preliminares in vitro e in vivo antes de

sua aplicagao em humanos (Carvalho et al., 2010).

Os biomateriais podem ser fabricados a partir de uma ampla variedade de matérias-
primas, como metais, ceramicas e polimeros, e estdo disponiveis em diversas formas,
incluindo adesivos, géis, cilindros, discos, microesferas, granulos, filmes, membranas,
pés, blendas, borrachas, fibras, espumas, entre outros (Martins, 2000 apud Santos,
2010). Essas versatilidades de composicdo e formato ampliam seu uso em diferentes

aplicacdes da medicina regenerativa.
2.2 CLASSIFICACAO DE BIOMATERIAIS

Biomateriais sdo definidos como substancias de origem natural ou sintética que
possuem a capacidade de tratar, substituir ou interagir funcionalmente com partes do
corpo humano, como tecidos e 6rgaos (Williams, 2009). Embora seu uso nao seja uma
novidade, remontando a antiguidade em aplicacbes como implantes de lentes e
restauracdes dentarias, 0s avancos tecnoldgicos nas ultimas décadas possibilitaram
uma maior aplicabilidade clinica. No campo da engenharia de tecidos, os biomateriais
tém desempenhado um papel crucial, permitindo o desenvolvimento de solucdes
inovadoras para a regeneracao e substituicdo de tecidos. De acordo com Keane e
Badylak (2014), os biomateriais podem ser classificados com base em sua origem
(natural ou sintética) e estado fisico (sélido ou liquido), o que define suas propriedades

e potencial de aplicacao.
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Os biomateriais de origem natural sdo encontrados em organismos Vvivos ou extraidos
de tecidos biolégicos. Esses materiais apresentam alta biocompatibilidade, reduzindo
0 risco de respostas adversas ou toxicidade. Exemplos incluem colageno, uma
proteina estrutural amplamente utilizada em engenharia de tecidos por promover a
adesdo e o0 crescimento celular, quitina, um polissacarideo presente em
exoesqgueletos de crustaceos com aplicacbes em curativos e regeneracgao tecidual, e
alginato, um componente natural extraido de algas marrons pertencentes as familias
Phaeophycea, que se destaca como um biomaterial amplamente utilizado devido a

sua capacidade de formar hidrogéis biocompativeis e biodegradaveis (Spezzia, 2020).

Por outro lado, biomateriais sintéticos sédo desenvolvidos em laboratério e podem ser
projetados para atender a requisitos especificos. Eles sdo divididos em quatro
categorias principais: polimeros, metais, ceramicas e compasitos. Os polimeros, como
polietileno e polimetilmetacrilato, sdo amplamente utilizados em dispositivos médicos
devido a sua flexibilidade e leveza. Metais, como titanio e ac¢o inoxidavel, séo
conhecidos por sua resisténcia mecanica e durabilidade, sendo essenciais em
implantes ortopédicos e dentarios. Ceramicas, como a hidroxiapatita e os biovidros,
possuem propriedades osteocondutivas, tornando-se ideais para regeneragao 0ssea
e dental. Ja os compdsitos combinam diferentes materiais, como polimeros reforcados
com fibras, para proporcionar maior resisténcia e leveza em proteses e implantes
(Keane; Badylak, 2014; Spezzia, 2020).

2.2.1 Biomaterial de Alginato

A engenharia de tecidos representa um novo campo interdisciplinar de conhecimento
gue consiste na aplicacdo de principios e métodos da engenharia e das ciéncias da
vida. Com relagOes a estrutura-funcdo em tecidos humanos e de se desenvolverem
substitutos bioldgicos para a reparacdo ou regeneracdo de tecidos e orgaos. O
biomaterial alginato, € um polissacarideo natural e bastante util para a producdo de
scaffolds. E um copolimero linear constituido por blocos de (1-4) B-D- &cido
manuronico (unidades M) e de a-L acido gulurénico (unidades G). Esse polimero
tende-se a reagir com ions divalentes, por exemplo de calcio, sintetizando um gel ou

com ions polivalentes formando liga¢des cruzadas (Bartolo, 2007).
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Figura 1 - a) Acido B-D- manurénico, b) Acido aL-gulurénico (G ). Fonte: Bartolo, 2007.

O alginato tem se destacado na bioengenharia tecidual devido as suas propriedades
Gnicas que favorecem a regeneracdo e a criacdo de tecidos artificiais. Ele é um
polimero natural extraido de algas marinhas e apresenta vantagens como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo custo, tornando-o uma escolha
promissora para aplicacdes médicas. Além disso, o alginato pode formar géis sob
condicBes especificas, o que facilita sua manipulagcédo e sua integracdo com células
vivas, promovendo um ambiente favoravel a adeséo celular e a regeneracéao tecidual
(Freitas; Destefani, 2022).

A utilizag&o do alginato em engenharia de tecidos esta especialmente focada em sua
capacidade de criar matrizes tridimensionais, as quais proporcionam uma estrutura de
suporte para células, imitando a matriz extracelular natural. Este aspecto é
fundamental para o desenvolvimento de tecidos que podem ser usados em
tratamentos regenerativos. Estudos indicam que o alginato pode ser combinado com
fatores de crescimento e células-tronco para promover a formacéao de diferentes tipos
de tecidos, como cartilagem e pele, além de ser eficaz na criacdo de ambientes
controlados para a proliferagéao celular e diferenciacéo (Anselme et al., 2000; Lucchesi
et al., 2008). A pesquisa continua avangando, mostrando o alginato como um
biomaterial crucial para o desenvolvimento de solu¢gbes inovadoras na medicina

regenerativa e na engenharia de tecidos (Branco, 2014).
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2.2.2 Biomaterial de Colageno

Dados indicam que atualmente, a crescente extracdo do coldgeno e seus provindos
vem aumentando gradativamente, por sua capacidade na producao e utilizacao desta
proteina em agentes sintéticos, assim valorizando o0s subprodutos que sao
desenvolvidos. A partir da extracdo, obtém a fibra do colageno relativamente em seu
estado de “gelatina” e o colageno hidrolisado, desses derivados cada um tem a sua

especificidade propria (Prestes, 2015).

Principal proteina estrutural encontrada nos tecidos conjuntivos no corpo de diversas
espécies, sua funcionalidade se da pela sustentacao e elasticidade a pele, musculos
entre outros. Esse polimero compde ao menos 30% da matéria-prima e organica do

corpo dos animais e 60% das proteinas totais do corpo humano (Fachinelli, 2005).

Posterior a extracdo desse polimero, ele se divide em fibras de colageno, geradas
pela polimerizacdo de unidades moleculares, denominadas em cadeias
polipeptidicas, ligadas em pontes de hidrogénio e atreladas em um arranjo helicoidal.
Até o momento, pesquisas concluiram aproximadamente 29 tipos genéticos distintos
de colageno, onde cada um contém caracteristicas especificas, como dito
anteriormente. Com esses variados tipos de colagenos, os mais utilizados sdo os
colagenos tipo |, II, 1, IV, V, VII, IX, XI e XII, para o intuito dessa pesquisa, o colageno
do tipo | € o mais farto, um componente mais comum e pioneiro da matriz extracelular
como matriz natural, ele € quem estimula a formacédo de células e tecidos. Essas
biocompatibilidades resultam o produto atraente para confeccdo do especifico
biomaterial em variadas formas, sendo em membranas e esponjas para reparacdes
de queimaduras, hemostasia em gel e suporte ao desenvolvimento das células
(Fachinelli, 2005).

O colageno do tipo I, representa formacao de fibrilas, uma proteina composta por uma
tripla hélice, formada por trés cadeias polipeptidicas (Figura 2). Essa estrutura confere
ao colageno sua resisténcia e durabilidade. Ele é fundamental para manter a forca e
a integridade estrutural de diversos tecidos. No caso da pele, tal como, o colageno
tipo | ajuda a manté-la firme e elastica. Nos 0ssos, contribui para a sua resisténcia,
funcionando como uma matriz na qual minerais como o calcio se depositam. O corpo

humano sintetiza esse biomaterial, através de células como os fibroblastos (na pele)
15
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e osteoblastos (nos ossos). Com o tempo, especialmente com o envelhecimento, a
producado de colageno diminui e sua degradacdo aumenta, resultando em mudancas

como perda de elasticidade na pele e fragilidade nos ossos (Fachinelli, 2005).

Figura 2 - Estrutura do colageno tipo I. (a) Sequéncia primaria de aminoéacidos, (b)
hélice secundaria esquerda e estrutura tripla hélice terciaria direita e (c) estrutura

quaternaria escalonada. Fonte: Friess, 1998.

" b : === 1.5nm

2.3 AGENTES PROMOTORES DE CRESCIMENTO

No processo da cicatrizacdo de feridas sdo utilizados agentes promotores de
crescimento, eles possuem a capacidade de ativar o crescimento e a proliferacéo de
células, atuam estimulando a angiogénese, a fibrogénese e o crescimento dos vasos
sanguineos (Mitchell et al., 2012; Masi, 2015).

Os fatores de crescimento estimulam a atividade dos genes reguladores do
crescimento, age como proteinas que determinam a divisao celular quando ligadas as
células. Os proto-oncogenes sao genes que aumentam a proliferacéo celular, ou seja,
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se a ceélula sofrer alguma mutacao, a producédo do fator de crescimento ocorre de
forma excessiva e torna a célula propicia a oncogénese (Mitchell et al., 2012). Um
claro exemplo de fatores de crescimento e suas fungbes estdo demonstrados na
Tabela 2.

Tabela 1 - Fatores de crescimento envolvidos no processo tecidual. Fonte: Szwed
(2016); Formularium (2022).

Fator de crescimento Simbolo Funcdes

Presente na epiderme, promove a proliferagdo de
Fator de crescimento epidérmico EGF células mesenquimais e epiteliais, o0 que aumenta a
cicatrizagdo.

Estimula a replicagdo de hepatdcitos e algumas células

Fator transformador de crescimento TGF-B3 epiteliais. Favorece a proliferacdo de fibroblastos em
condigGes fisioldgicas ou patoldgicas.

Ajudam em processos como: quimiotaxia, proliferagdo

Fator de crescimento derivado das plaquetas PDGF , , .
de células e sintese de matriz celular.
Fator de crescimento derivado do fibroblasto FGF-a FGE-b Participam no recrutamento da ativagao a mitogénese,
acido e basico migragao e diferenciacdo de alguns tipos celulares.

A matriz extracelular (MEC) é uma rede tridimensional extensa, proteinas estruturais
e funcionais dispostas em camadas de suporte, fazem parte de sua composicao
(Theocharis et al., 2016). Fornece uma estrutura de suporte para células nos tecidos
e tem importante ligacdo com os fatores de crescimento por servir como substrato

adesivo para a migracgéo celular (Hynes, 2009).

A divisdo da matriz extracelular é feita em matriz intersticial e pericelular. A matriz
intersticial circunda as células e esta concentrada no estroma tecidual, ja a matriz
pericelular esta em contato proximo com as células, principalmente por meio de
interacbes com receptores celulares como integrina (Theocharis et al., 2016). A matriz
pericelular, denominada membrana basal, esta localizada entre o parénquima e o
tecido conjuntivo e serve como ponto de ancoragem para as células, protegendo-as
de danos causados pelas propriedades mecanicas induzidas do tecido. A Membrana
basal contém colageno tipo IV, nidogénio, laminina, perlecan e agrina (Jayadev;
Sherwood, 2017). A matriz intersticial € composta por glicosaminoglicanos como o

acido hialurénico, que sdo moléculas importantes para a hidratacdo do tecido
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intersticial. Além de conter fibronectina, colageno, elastina e proteoglicano, esses
componentes formam uma rede profunda e dindmica, ocasionada pela interacéo entre
eles (Theocharis et al., 2016).

2.3.1 O Uso da Fibronectina no Enriquecimento de Scaffolds a Base de

Alginato e Coladgeno

Na matriz extracelular existem proteinas que sao importantes para a homeostase,
sendo a fibronectina o primeiro componente descrito (Alberts et al.,, 2002). A
fibronectina (FN) apresenta um conjunto de isoformas de glicoproteinas diméricas, é
conhecida por suas moléculas com funcdes de adesdo, migracao, diferenciacdo e
organizacdo celular (Menezes, 2003). A molécula possui subunidade com porcéo
amino-terminal e carboxi-terminal, a conexado dessas subunidades se da por meio de
ligacdes dissulfeto, 0 que permite que a fibronectina tenha interacdes de sitio com

diversas moléculas (Manabe et al., 1997; Nardin, 2006).

Constituida por trés dominios diferentes (I, 1l e Ill) (figura 2) que consiste em
sequéncias repetidas com sitios ativos para interacdes com receptores celulares como
integrina, bem como varios fatores de crescimento (Mezzenga; Mitsi, 2019). A
fibronectina celular e a plasmatica séo juncdes codificadas do RNA mensageiro, em
sua forma celular demonstra uma proteina insollvel presente na matriz extracelular
de aproximadamente 550 kDa. A plasmaética é solavel de 220 a 550 kDa, tem ligacao
com a fibrina e ajuda a estabilizar o coagulo que recupera as lacunas criadas por
lesbes. Suas duas formas possuem semelhanca das propriedades funcionais e

estruturais (Kierszenbaum, 2016).

Figura 3 - Esquema representativo da interagéo fibronectina-fibronectina, e seus

principais sitios. Fonte: Taufner, 2023.
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A fibronectina, com suas capacidades de promover adesdo celular e facilitar
interacdes com integrinas, tem o potencial de melhorar ainda mais a funcionalidade
dos scaffolds de alginato e colageno. Estudos indicam que a incorporacédo de
fibronectina em scaffolds de alginato e coldgeno pode aumentar a adesdo e a
migracao celular, o que é fundamental para a regeneracao de diversos tipos de tecido,
como pele, cartilagem e osso (Akhundov et al., 2019; Fan et al., 2016). A fibronectina
pode interagir com as células-tronco, favorecendo sua diferenciagdo para os tipos
celulares desejados, 0 que representa um avancgo significativo nas estratégias de
bioengenharia tecidual (Harris et al., 2015). Neste contexto, a associacdo do alginato
e do colageno com fibronectina oferece uma abordagem promissora para o
desenvolvimento de biomateriais que possam ser usados em terapias regenerativas,

especialmente em tratamentos de lesbes e doencas degenerativas.

A incorporacao de fibronectina em biomateriais como scaffolds de alginato e coladgeno
tem mostrado resultados promissores em diversos estudos. Em estudo de
biofuncionalizacdo de biomateriais de colageno, foi demonstrado que a adi¢cdo de
fibronectina em scaffolds de coldgeno aumenta a interagdo com as células,
promovendo a adesao e a diferenciacdo celular em tipos especificos, o que € crucial
para a regeneracdo eficaz de tecidos como osso, cartilagem e pele, dada a
capacidade da fibronectina, em interagir se ligar a integrinas, vias de sinalizacao que
incentivam a migracao celular, a organizagéo do tecido e a formagao de novos vasos

sanguineos, um processo importante na reparacao tecidual (Zumbo et al., 2024).

Dada a natureza hidrofilica do alginato, incorporacdo de fatores de crescimento e
proteinas da matriz extracelular, como a fibronectina, podem ser possiveis. Evidencias

cientificas sugerem que a combinacédo de alginato com fibronectina em scaffolds pode
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aumentar a adesao celular e a migracédo, acelerando o processo de regeneracao
tecidual. Além disso, pesquisas tém mostrado que o alginato, por sua capacidade de
liberar gradualmente fatores bioativos, pode contribuir para uma resposta regenerativa
prolongada, tornando-o uma excelente escolha para terapias baseadas em
biomateriais (Palomino-Durant et al., 2021). A modificacdo de alginato com moléculas
bioativas, como a fibronectina, amplia suas possibilidades terapéuticas, otimizando a

interacdo do biomaterial com as células e a regeneracao do tecido-alvo.

3 JUSTIFICATIVA

A medicina regenerativa € uma area de crescente relevancia cientifica e clinica,
impulsionada pela necessidade de desenvolver estratégias inovadoras para a
regeneracdo de tecidos e o6rgdos danificados. No entanto, o sucesso dessas
abordagens depende amplamente do design e das propriedades dos biomateriais
utilizados. Biomateriais que combinam biocompatibilidade, suporte estrutural e
funcionalidade bioativa sdo especialmente promissores, pois podem atuar como
matrizes temporéarias para regeneracao tecidual e como plataformas de liberacéo

controlada de fatores de crescimento essenciais para 0 processo regenerativo.

O coladgeno, como proteina estrutural natural, apresenta excelente biocompatibilidade
e promove adesao celular, sendo amplamente utilizado em aplica¢des biomédicas. Ja
o alginato, com sua capacidade de formar hidrogéis, destaca-se por sua facilidade de
manipulacdo e habilidade de reter moléculas bioativas. A associacdo entre esses dois
biopolimeros € uma estratégia altamente promissora, pois pode unir as propriedades
biolégicas do colageno a funcionalidade estrutural e retencdo do alginato, resultando

em um material hibrido de alto desempenho.

Além disso, o desenvolvimento de plataformas de liberac&o controlada de fatores de
crescimento pode otimizar o processo regenerativo, garantindo a liberacao gradual de
moléculas bioativas no microambiente tecidual e, assim, melhorando a eficacia
terapéutica. O estudo deste biomaterial hibrido €, portanto, essencial para expandir o
arsenal de ferramentas disponiveis na medicina regenerativa, potencializando seu
impacto clinico em condi¢cdes como lesdes teciduais, defeitos 0sseos e regeneracao

de pele.
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Este trabalho se justifica pela caréncia de estudos que proponha a sintese simplificada
de biomateriais hibridos de colageno e alginato, que atuem como plataformas
bioativas para atuar diretamente na regeneracdo tecidual, e servir como meio de
veiculagéo de fator de crescimento e moléculas bioativas como fibronectina e &cido
hialurbnico. A producdo e caracterizacdo desse biomaterial oferecem uma
oportunidade Unica de explorar novas possibilidades terapéuticas e ampliar as

ferramentas aplicadas a regeneracao tecidual.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biomaterial por meio da associacdo entre alginato e colageno,
visando aprimorar suas propriedades fisicas e biologicas para aplicacdes em medicina
regenerativa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Desenvolver métodos de fabricacéo para criar uma base tridimensional a partir de

polimeros selecionados;

» Investigar junto a literatura a compatibilidade dos polimeros selecionados com

fatores de crescimento para garantir interacdes eficazes;

22



23

5 ARTIGO CIENTIFICO
Artigo Original
DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLD A BASE DE ALGINATO E COLAGENO
SERRANO C. C. F1; SANTANA J. G. O%; LIRIO V. M, TAUFNER G. H2

1Graduando em Biomedicina, Escola Superior S&o Francisco de Assis, Santa Teresa, Brasil

2Docente do Curso de Biomedicina, Escola Superior Sdo Francisco de Assis, Santa Teresa, Brasil

RESUMO

A engenharia de biomateriais tem se destacado como uma area fundamental na
medicina regenerativa, especialmente no desenvolvimento de terapias para
regeneracao de tecidos danificados. Dentre os biomateriais mais investigados, o
colageno e o alginato se destacam devido as suas propriedades bioldgicas e fisico-
quimicas unicas. O colageno, uma proteina abundante no corpo humano, é
amplamente utilizado por sua biocompatibilidade e capacidade de promover adesio
celular, enquanto o alginato, um polissacarideo derivado de algas marinhas, é
valorizado por sua habilidade em formar géis hidrofilicos e pela sua aplicacdo na
encapsulagao celular e liberagdo controlada de bioativos. A combinagao desses dois
materiais resulta em biomateriais hibridos com potencial para aplicagdes inovadoras
em medicina regenerativa. Este estudo teve como objetivo produzir um biomaterial
composto por colageno e alginato, explorando seu potencial como uma matriz bioativa
para regeneracéo tecidual. O processo de sintese envolveu a preparagéo de solugdes
de colageno e alginato, que foram misturadas com cloreto de calcio para promover a
reticulacao e formar um hidrogel. O biomaterial foi caracterizado por métodos como
microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia Raman para analisar suas
propriedades estruturais e funcionais. Os resultados indicaram que a combinagao de
colageno e alginato melhorou as propriedades mecanicas do material em comparagao
ao alginato isolado. O biomaterial composto por ambos os polimeros mostrou maior
firmeza e capacidade de reteng¢ao de agua, o que pode ser crucial para sua aplicagcao
em regeneragao de tecidos. A analise da absor¢ao de agua revelou que o biomaterial
hibrido foi mais eficiente em reter agua, o que pode favorecer a liberagdo controlada
de farmacos e outros fatores de crescimento. Além disso, a microscopia eletrbnica de

varredura mostrou uma estrutura tridimensional bem definida, indicando a eficacia do
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processo de reticulagcdo e a formagao de uma rede estavel e biocompativel. Esses
achados sugerem que a combinagdo de colageno e alginato pode resultar em
biomateriais com propriedades otimizadas para aplicagbes em engenharia tecidual,
como regeneragado dérmica, 0ssea e cartilaginosa. No entanto, futuras pesquisas
devem focar na avaliagao de longo prazo da biocompatibilidade e eficacia do material

em modelos in vivo.

Palavras-chave: Biomateriais, coladgeno, alginato, engenharia tecidual e regeneragéo

tecidual.

ABSTRACT

Biomaterial engineering has emerged as a key area in regenerative medicine,
particularly in the development of therapies for tissue regeneration. Among the most
studied biomaterials, collagen and alginate stand out due to their unique biological and
physicochemical properties. Collagen, an abundant protein in the human body, is
widely used for its biocompatibility and ability to promote cellular adhesion, while
alginate, a polysaccharide derived from seaweed, is valued for its ability to form
hydrophilic gels and its application in cell encapsulation and controlled release of
bioactives. The combination of these two materials results in hybrid biomaterials with
potential for innovative applications in regenerative medicine. This study aimed to
produce a biomaterial composed of collagen and alginate, exploring its potential as a
bioactive matrix for tissue regeneration. The synthesis process involved the
preparation of collagen and alginate solutions, which were mixed with calcium chloride
to promote crosslinking and form a hydrogel. The biomaterial was characterized by
methods such as scanning electron microscopy and Raman spectroscopy to analyze
its structural and functional properties. The results indicated that the combination of
collagen and alginate enhanced the mechanical properties of the material compared
to pure alginate. The biomaterial composed of both polymers showed greater firmness
and water retention capacity, which could be crucial for its application in tissue
regeneration. The water absorption analysis revealed that the hybrid biomaterial was
more efficient at retaining water, which could favor the controlled release of drugs and
other growth factors. Additionally, scanning electron microscopy showed a well-defined
three-dimensional structure, indicating the effectiveness of the crosslinking process

and the formation of a stable, biocompatible network. These findings suggest that the
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combination of collagen and alginate may result in biomaterials with optimized
properties for applications in tissue engineering, such as dermal, bone, and cartilage
regeneration. However, future research should focus on the long-term evaluation of

the material’s biocompatibility and efficacy in in vivo models.

Keywords: Biomaterials, collagen, alginate, tissue engineering, and tissue

regeneration.
Introducéo

Os avancgos na engenharia de biomateriais tém desempenhado um papel crucial no
desenvolvimento de solucdes terapéuticas para a medicina regenerativa. Entre os
materiais amplamente estudados, o colageno e o alginato destacam-se devido as
suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas Unicas. O colageno, uma proteina
estrutural abundante no corpo humano, € amplamente utilizado na engenharia de
tecidos por sua biocompatibilidade e capacidade de promover adeséo e proliferacédo
celular (Lee et al., 2001). Por outro lado, o alginato, um polissacarideo natural derivado
de algas marinhas, oferece a capacidade de formar géis hidrofilicos e apresenta
caracteristicas favoraveis para encapsulacdo celular e liberacdo controlada de
bioativos (August et al., 2006).

A associacdo desses dois biopolimeros tem atraido interesse crescente devido a
possibilidade de unir as propriedades biolégicas do colageno com a funcionalidade
estrutural e capacidade de retencdo do alginato. Essa combinacédo pode resultar em
sistemas hibridos altamente versateis, com aplicacbes potenciais na liberacéo
controlada de fatores de crescimento, bem como de moléculas com potencial bioativo,
tal qual a fibronectina e acido hialurénico, fundamentais para a regeneracao tecidual
(Drury; Mooney, 2003; Trujillo et al., 2021; Zumbo et al., 2024).

Dada a importancia de desenvolver plataformas biomateriais inovadoras, este estudo
visa produzir um material composto de colageno e alginato, explorando seu potencial
como uma matriz bioativa para aplicacdes regenerativas. Além disso, busca-se avaliar
a capacidade retentiva do biomaterial, um potencial mecanismo para liberagédo de
fatores de crescimento de maneira controlada e que pode contribuir para a

regeneracao de tecidos danificados.
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Material e Métodos
Desenho Experimental

O estudo consiste em uma pesquisa experimental cujo intuito foi produzir scaffolds a
base de alginato e colageno. Os biomateriais foram desenvolvidos no laboratorio de
biologia molecular da Escola Superior Sdo Francisco de Assis, localizada no municipio
de Santa Teresa — ES, e caracterizados em parceria com o laboratério de
ultraestrutura celular Carlos Alberto Redins da Universidade Federal do Espirito

Santo, localizado no municipio de Vitéria — ES.
Sintese do Biomaterial

O preparo do hidrogel a base de alginato e colageno foi dividido em etapas e
proporcdes, que teve seu inicio com a preparacao das solu¢des. Primeiramente, foram
pesadas 1g de colageno e 1g alginato com o auxilio de uma balanca analitica, logo
apos para a diluicédo, foram adicionados 10 mL de 4gua destilada ao colageno e 20 ml
de &gua destilada ao alginato, sendo os mesmos misturados em temperatura

ambiente até atingir sua completa dilui¢&o.

No agitador magnético, em um béquer maior foram adicionados 10 mL da solu¢éo de
coldgeno e 10 mL da solucdo de alginato, posteriormente foram incorporados a
solucdo 1 mL de cloreto de célcio (CaClz), onde permaneceu no agitador em
temperatura ambiente. Apés 10 minutos no agitador magnético, foi adicionado mais 1
mL de cloreto de calcio, sendo agitado por mais 10 minutos, e por fim, foram
adicionados 1 mL de cloreto de célcio, onde ficou por mais alguns minutos no agitador
até atingir a textura desejada de um hidrogel, procedimentos ilustrados na figura 4.
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Figura 4 — Etapas de producdo do biomaterial. Em A) observa-se a bancada de

trabalho, em B), C) e D) o procedimento de sintese.
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Em seguida, foi realizada a preparacéo de hidrogel somente com alginato. No agitador
magnético, em um béquer foram adicionados 10 mL da solucdo de alginato
juntamente com 1 mL de cloreto de calcio por 10 minutos, logo apds, foram
incorporados mais 500uL de cloreto de célcio. Dentro de 7 minutos, o ponto ideal do

hidrogel foi atingido. As etapas da producéo estéo representadas na tabela 2.

Tabela 2 - Detalhamento da producao dos biomateriais.

Biomaterial Colageno Alginato Reticulante (CaCly) Temperatura
AL - 1g 1,5mL 30°C a 37°C
AL-CO 1g 1g 3mL 30°C a 37°C

AL = alginato; AL-CO = alginato e colageno.

As amostras foram separadas em tubos conicos de 15 mL (Falcon®), identificadas
com 0s respectivos polimeros utilizados, e armazenados em geladeira a 4°C para

preservacao até a realizacdo dos procedimentos analiticos.
Teste de Absorcgéo

Para atestar a capacidade retentiva dos scaffolds produzido, pequenos fragmentos de
aproximadamente 5mm? dos biomateriais de alginato e alginato-colageno foram
submersos em dois microtubos de centrifuga contendo 100uL de agua destilada
previamente pesadas em balanca analitica (Marte). Os biomateriais foram mantidos
submersos por 1 minuto e em sequéncia retirados e acondicionados em novos
microtubos. Para atestar a capacidade retentiva dos scaffolds, os microtubos
contendo a &gua destilada remanescente foram novamente pesados. A titulo de

interpretacéo, os dados foram convertidos de peso (mg) para volume (mL).
Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras foram acondicionadas sob fita de carbono aderidas a stubs metalicos que
passaram por um processo chamado de metalizagdo, que consiste na evaporacao de
ouro sob a superficie da amostra. A metalizacdo ocorreu em um Metalizador (Denton
Vacuum, modelo Desk V). Apds a adesédo e metalizacdo, os stubs foram levados ao
Microscopio Eletrénico de Varredura (JEOL, modelo JSM6610LV), onde as amostras
foram avaliadas.
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Espectroscopia Raman

Para a leitura Raman, o biomaterial foi posicionado sob papel aluminio, material
responsavel por reduzir o ruido e intensificar o sinal. A leitura do espalhamento foi
realizada em espectrobmetro Raman (Metrohm Instant Raman Analyzers — Mira,
Metrohm®) ajustado com baixo nivel de poténcia. As amostras foram submetidas a
sensibilizagcdo por laser de 785 nm, para na sequéncia serem detectados o0s
componentes estruturais investigando as frequéncias vibracionais entre 400-1600 cm-
1, consideradas regides de impressdo digital para materiais organicos. Os dados
brutos foram analisados no software Origin Pro 8.5 (Origin Lab Corporation®, versao

trial).
Resultados e Discusséao

O alginato e o colageno destacam-se como biomateriais amplamente utilizados na
engenharia de tecidos devido as suas propriedades Gnicas. O alginato, um
polissacarideo anibnico derivado de algas marrons, € valorizado pela
biocompatibilidade, custo reduzido e capacidade de formar hidrogéis em condi¢cdes
suaves, caracteristicas que o tornam ideal para suporte celular em regeneragao
tecidual e entrega de farmacos. No entanto, limitacdes mecanicas restringem seu uso
isolado. O colageno, por sua vez, mimetiza a matriz extracelular nativa, promovendo
adesdo celular e regeneracdo, mas também apresenta desafios relacionados a
estabilidade mecéanica. A combinacdo de ambos em scaffolds hibridos tem se
mostrado promissora, melhorando a estabilidade estrutural e criando um ambiente
propicio a regeneracao de tecidos, como observado em estudos sobre regeneracao

dérmica e Ossea (Farshidfar et al., 2023).

No presente estudo, a sintese dos biomateriais conforme descrito nos métodos,
resultou em duas amostras distintas: uma contendo apenas alginato (AL), outra
contendo colageno e alginato (AL-CO) (Fig. 5). Ambos os biomateriais foram
reticulados com adicdo de cloreto de calcio (CaCl,), que por sua vez apresenta

vantagens em relac&o ao glutaraldeido e outros métodos.
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O CaCl, promove a formacdo de ligacdes idnicas entre os grupos carboxilicos do
alginato e os ions de calcio, garantindo biocompatibilidade e estabilidade sem a
introducdo de elementos citotoxicos. Estudos também apontam que materiais
reticulados com CacCl,, além de atoxicos, mantém maior funcionalidade em aplicacdes
biomédicas, como liberacdo controlada de farmacos, devido a sua capacidade de

formar redes estaveis e biocompativeis (Abasalizadeh et al., 2020; Hu et al., 2021).

Figura 5 — Visdo macroscoépica e aspectos fisicos do biomaterial produzido.

Estudos apontam que a reticulacdo de biomateriais a base de colageno e alginato de
sadio utilizando os agentes EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) e NHS
(N-hidroxi-succinimida), embora eficazes para melhorar a resisténcia do material e a
porosidade, apresentam efeito citotéxico (Yan et al., 2022). Ha4 uma crescente
preocupacdo quanto a sua citotoxicidade e aos possiveis efeitos adversos sobre a
viabilidade celular, especialmente em aplicacbes de longo prazo in vivo. E nesse
contexto, alguns estudos buscam alternativas que visem mitigar esses efeitos toxicos
enquanto mantém as propriedades desejadas para aplicacdbes em engenharia

tecidual.

Neste estudo, a analise macroscopica dos scaffolds produzidos revelou diferencas
significativas nas caracteristicas fisicas dos biomateriais. O scaffold composto por
alginato e colageno (AL-CO) apresentou uma maior sustentacdo e firmeza, conforme
observado na Figura 5, na contramao do biomaterial composto apenas por alginato

(AL), que exibiu uma textura mais flexivel e com menor resisténcia estrutural.
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Embora benéfica em contextos como liberacéo controlada de farmacos e cicatrizacao
de feridas, a textura flexivel e menor resisténcia estrutural do alginato pode torna-lo
inadequado para aplicacbes que exigem maior integridade estrutural, como reparo
0sseo ou cartilaginoso (Zhang et al., 2023). Para contornar essa questédo, o polimero
pode ser modificado por meio de reticulacdo com outros materiais para aprimorar suas
propriedades mecanicas, como a incorporacdo com colageno, acido hialurénico ou

outros polimeros sintéticos (Sun et al., 2013).

Em relacdo ao teste de absorcéo, os resultados mostraram que o biomaterial AL-CO
foi capaz de reter agua de forma mais eficaz (Fig.6). A diferenca observada na
retencdo de agua pode ser atribuida a conformacéo tridimensional do scaffold, que
facilita a incorporacéao e retencao de liquidos, bem como as suas propriedades fisico-
quimicas.

Figura 6 — Resultados do teste de absorcao de dgua. One-way ANOVA, P<0,0001.

Teste de Absorgéao

Volume (mL)

Al-Co

A maior capacidade de absorcdo de agua do biomaterial a base de alginato e
colageno, em comparacdo ao biomaterial exclusivamente de alginato, pode ser
explicada por varios fatores fisico-quimicos. O alginato, por si sO, possui grupos
carboxilicos que, em contato com a agua, formam interacdes ibnicas, o que confere
ao material uma capacidade limitada de retencéo de agua (Zhang et al., 2023; Sun et
al., 2013). No entanto, quando combinado com o colageno, as interacdes entre as

fibras de colageno e os grupos do alginato podem aumentar a capacidade de atracao
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e retencdo de moléculas de agua devido a formacao de uma rede tridimensional mais

complexa e com mais pontos de ligacdo para a agua.

Além disso, o colageno, uma proteina com propriedades hidrofilicas, também contribui
para o aumento da absorcéo de agua, pois interage com a agua por meio de ligacdes
de hidrogénio, o que pode resultar em uma maior capacidade de retencéo hidrica em
comparacao ao alginato isolado (Ho et al., 2021). A presenca do colageno também
pode alterar a estrutura do gel, tornando-o mais flexivel e capaz de manter mais agua
dentro de sua matriz, o0 que é um comportamento tipico em materiais hibridos que
combinam componentes naturais com propriedades hidrofilicas, como o colageno e o
alginato (Wierzbicka et al., 2024).

A caracterizacdo ultraestrutural do biomaterial AL-CO, observada por microscopia
eletrbnica de varredura, revelou uma reticulacdo consideravel, formando uma
estrutura tridimensional bem definida, como mostrado na Figura 7. Essa organizacéo
estrutural sugere que o scaffold de alginato e colageno foi capaz de formar uma rede
interconectada, o que pode ser vantajoso para aplicacdes biomédicas que requerem
uma matriz estavel para o suporte celular, como mencionado em um estudo, o0s
scaffolds a base de alginato com atividade fisica adequada e caracteristicas bioativas
oferecem grandes oportunidades para aplicagfes e estes incluem o tecido epitelial,

0sseo e cartilaginoso (Farshidfar et al. 2023 apud Yan et al. 2016).

Figura 7— Padrao ultraestrutural do scaffolds associando alginato e colageno.

Em contraste, o biomaterial composto exclusivamente por alginato (AL), quando
submetido ao protocolo de processamento para microscopia de varredura, foi

solubilizado devido a sua sensibilidade ao tratamento, o que sugere que a reticulacao
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nao foi eficaz ou que suas propriedades fisico-quimicas se apresentam instaveis

guando isoladas.

Embora o alginato seja biocompativel e amplamente utilizado em engenharia de
tecidos, ele carece de sitios de adesdo celular intrinsecos, essenciais para a
sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacdo celular em culturas tridimensionais. 1Sso
limita a sua capacidade de replicar o ambiente da matriz extracelular natural,
resultando em uma estrutura mecanica fragil, o que representa um desafio em
aplicacdes que exigem maior resisténcia estrutural, como na regeneracéao de tecidos
(Lee et al., 2016; Zhang et al., 2023).

Além disso, a degradacéo descontrolada do alginato pode interferir negativamente na
formacdo de novo tecido, comprometendo a eficacia do biomaterial em terapias
regenerativas (Farjaminejad et al., 2024). Esses fatores destacam as limitacdes do
uso do alginato isolado em biomateriais para regeneracao tecidual, evidenciando a
necessidade de estratégias para melhorar sua estabilidade e funcionalidade, como a

reticulagdo com outros polimeros ou agentes bioativos

A anadlise dos biomateriais produzidos por espectroscopia Raman revelou picos
caracteristicos associados ao alginato e ao colageno, conforme ilustrado na Tabela 3.
As bandas vibracionais do alginato foram observadas em 1330 £t 5cm™ e 1370 £ 5
cm™, (Fig. 8) o que é consistente com os achados reportados por Campos-Vallette et
al. (2010). J4 as bandas associadas ao colageno apareceram em 900 + 5 cm™ e 490

+ 5 cm™, de acordo com Timchenko et al. (2017).

Figura 8 — Perfil espectroscopico evidenciando picos caracteristicos do colageno e
alginato.
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O espalhamento Raman € uma técnica essencial para a caracterizacdo detalhada de
biomateriais, especialmente no estudo de compostos como os biomateriais a base de
alginato e colageno. Ela permite a anélise ndo destrutiva das interacdes moleculares
e da organizacéo estrutural desses materiais, oferecendo dados sobre a formacgéao de
redes tridimensionais e a estabilidade das ligacdes quimicas (Zhou et al., 2020). No
contexto dos biomateriais, a espectroscopia Raman pode identificar e monitorar
alteracdes na estrutura do coldgeno e do alginato, fornecendo informacdes cruciais
sobre os grupos funcionais, como as bandas amida I, Il e lll do coladgeno e os picos
de estiramento do alginato, que sdo fundamentais para avaliar a eficacia do material

para aplicacdes biomédicas (Mufioz-Ruiz et al., 2019; Bergholt et al., 2019).

Os resultados encontrados neste estudo confirmam a presenca dos dois polimeros no
biomaterial produzido, corroborando sua composicao e estrutura conforme observado

nas analises anteriores (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncias vibracionais das principais bandas evidenciadas pela
espectroscopia de espalhamento Raman nos biomateriais produzidos. A frequéncia
vibracional em biomateriais compactos pode sofrer sobreposicéo, portanto, considera-

se variabilidade de + 1-5 cm™.

Polimero Frequéncia Autor
Alginato 1330 +£5,1370+5 Campos-Vallette et al., (2010)
Colageno 900+£5e490+5 Timchenko et al., (2017)
Concluséo

Os resultados obtidos destacam a sinergia entre esses biomateriais: enquanto o
alginato contribui com sua estrutura hidrofilica e suporte mecanico, o colageno se
distingue por sua bioatividade e capacidade de promover a adesdo celular. A
combinacdo de ambos proporcionou beneficios notaveis, como a alta retencao de
liguido, organizacdo porosa uniforme e espectros Raman consistentes, evidenciando

a eficacia do método desenvolvido.

Quando comparado a outros métodos, o processo empregado neste estudo se
destaca pela integracdo de técnicas de reticulacdo quimica e fisica, resultando em

scaffolds estaveis e atoxicos. Esses avanc¢os indicam que o biomaterial tem um grande
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potencial para aplicacdo na regeneracéo tecidual e engenharia biomédica, oferecendo

uma solucéo inovadora para contextos clinicos e terapéuticos diversos.

Este estudo representa uma contribuicdo significativa para o campo da medicina
regenerativa, fornecendo uma base sélida para pesquisas futuras e ampliando as
possibilidades de utilizacdo clinica de scaffolds hibridos, o que pode potencializar

tratamentos em diversos contextos terapéuticos.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

A pesquisa sobre scaffolds hibridos de alginato e colageno proporciona diversas
possibilidades para estudos futuros. A producao direcionada desses biomateriais para
usos clinicos especificos, como a regeneracdo 0ssea ou dérmica, representa um
avango promissor, que pode ser aprimorado com a utilizagdo de fatores de
crescimento, como a fibronectina e impress&o em 3D. E necessario também aprimorar
a estabilidade mecanica, especialmente para aplicacdes que requerem suporte sélido,
como a regeneracao 0ssea, 0 que pode ser obtido através da incorporacdo de novos
materiais. A combinag&o desses scaffolds com sistemas de liberagéo controlada de
medicamentos, empregando técnicas como o CaCl2 (Cloreto de célcio) para
reticulacdo, pode melhorar a efetividade desses dispositivos. Além disso, a realizacao
de testes in vivo e a analise clinica serdo fundamentais para confirmar os resultados
alcangados in vitro. Por fim, a sustentabilidade e os métodos de fabricacéo eficientes

também devem ser considerados nas futuras pesquisas.
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