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RESUMO

A utilizacao de polimeros de fontes renovaveis vem sendo amplamente estudada tanto no
campo biomédico quanto nas indudstrias de embalagens. Polimeros naturais sdo, em geral,
biodegraddveis, biocompativeis e podem ser obtidos a custos relativamente baixos. Biopolimeros
como o alginato de sodio e a fibroina de seda vém se destacando como potenciais matérias-
primas para a fabricagdo de membranas e de biomateriais. O objetivo deste trabalho foi explorar a
possibilidade de se formar membranas de fibroina de seda com alginato de sédio, a fim de
conjugar as propriedades desses biopolimeros, visando possiveis aplicacdes como biomaterial.
Foi estudada a incorporagdo da fibroina no alginato de sddio sob diferentes formas, como a
incorporagdo na forma de fios (para a obten¢do de compdsitos) e como solucdo (para a obtencao
de blendas). Na obtencdo da blenda de fibroina e alginato foi observada a formacdo de uma
membrana composta majoritariamente de alginato, contendo glébulos de fibroina, indicando
separacdo microscopica de fases. Entretanto ocorreu interagdo entre os dominios hidrofilicos dos
dois materiais, fato confirmado pelo DRX. A blenda apresentou espectro de FTIR similar ao do
alginato, porém com picos caracteristicos de conformacéo folha-f3 da fibroina. Para as anélises de
intumescimento em 4gua, angulo de contato, permeabilidade ao vapor d’4gua, resisténcia a
tracdo, andlises térmicas e citotoxicidade, a blenda apresentou comportamento intermedidrio
entre seus componentes, contudo mais voltado para o alginato, presente em maior propor¢ao na
mesma. Através da formagdo da blenda com alginato de sédio foi possivel melhorar as
propriedades fisicas da membrana quando comparadas com a membrana de fibroina pura. Com a
incorporagdo dos fios de fibroina no alginato obteve-se um compdsito com boa interacao fibra-
matriz, observada pelos testes mecanicos € MEV. Os compdsitos eram bastante maleaveis e
apresentavam elevada resisténcia ao rasgo. As andlises térmicas apresentaram picos de
degradacdo dos dois componentes separadamente. Nenhuma das membranas obtidas neste
trabalho apresentou citotoxicidade, sendo a viabilidade celular mantida entre 70 e 100%. Os
materiais resultantes possuem potencial para serem explorados como biomateriais, entretanto

testes especificos de utilizacdao devem ser realizados.

Palavras-chave: Biopolimeros, membranas, biomateriais, fibroina de seda, alginato de sédio.
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ABSTRACT

The use of polymers from renewable sources has been widely studied in the biomedical
field as much as in the packaging industries. Natural polymers are, in general, biodegradable,
biocompatible and can be obtained at low costs. Biopolymers such as sodium alginate and silk
fibroin are potential raw-materials for production of membranes and biomaterials. The aim of this
study was to explore the possibilities of forming membranes of silk fibroin with sodium alginate,
in order to conjugate the properties of those biopolymers, for biomaterial applications. The
incorporation of fibroin in sodium alginate under different forms was studied, such as the
incorporation of silk as fibers (to obtain composites) or as solution (to obtain blends). The fibroin
and alginate blend membrane was mainly composed by alginate, with fibroin globular domains,
indicating micro-phase separation. However, interaction in the hydrophilic domains of the
materials has occurred, confirmed by XRD. The blend presented FTIR spectrum similar to
alginate, but with characteristic peaks of fibroin B-sheet conformation. For the degree of swelling
in water, water contact angle, water vapor permeability, tensile strength, thermal analyses and
cytotoxicity tests, the blend presented intermediate behavior between its components, however
closer to alginate, which was present in higher proportion. Through the blend formation with
sodium alginate, it was possible to improve the physical properties of the fibroin membrane. A
composite with good fiber-matrix interaction was obtained through the incorporation of fibroin
fibers in the alginate matrix. This fact was confirmed by mechanical tests and SEM. These
composites were flexible and presented high resistance to tear. The thermal analyses presented
degradation peaks of the two components, separately. None of the membranes prepared in this
study presented cytotoxicity and the cellular viability was maintained between 70 and 100%. The
materials present high potential to be explored as biomaterials, therefore specific tests are still

necessary.

Keywords: Biopolymers, membranes, biomaterials, silk fibroin, sodium alginate.
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1 INTRODUCAO

Os biomateriais tém um papel importante na engenharia tecidual, com o objetivo de
reparar ou substituir tecidos e 6rgaos danificados ou inutilizados devido a doengas, acidentes e
envelhecimento (Du et al., 2009).

As propriedades quimicas, fisicas e mecanicas de um material polimérico sdo
fundamentais para determinar o desempenho de um determinado dispositivo como biomaterial.
Grande parte dos polimeros (naturais ou sintéticos) possuem propriedades mecanicas adequadas
para aplicacOes biomédicas tanto em tecido moles como em tecidos duros. Além disso, a
presenca de grupos funcionais em suas cadeias permite modificagdes quimicas e bioquimicas,
principalmente em sua superficie, expandindo o seu campo de aplicagdo (Abramson et al., 2004).

Porém, em alguns casos, os biopolimeros podem apresentar propriedades indesejadas,
como alta taxa de degradagdo ou propriedades mecanicas insatisfatérias. Uma forma de melhorar
as propriedades desses materiais € combinando-os com outros polimeros (naturais ou sintéticos),
a fim de conjugar suas propriedades.

A fibroina de seda tem sido estudada nos dltimos anos para aplica¢do na cicatriza¢do de
feridas e na engenharia tecidual devido a sua afinidade com células de tecidos Osseos,
cartilaginosos, e de tenddes e ligamentos (Vepari e Kaplan 2007; Altman et al., 2003). Possui boa
permeabilidade ao oxigénio e ao vapor d’dgua, compatibilidade sanguinea adequada e acelera a
formacdo de coldgeno e proliferacdo de fibroblastos (Kweon et al., 2008). Ja o alginato possui
acdo hemostética e é capaz de manter um ambiente com umidade adequada para a cicatrizagdo de
feridas e queimaduras, promovendo a cicatriza¢do e a formacao de tecido granulado (Roh et al.,
2006). Além disso, foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para uso como
curativo em humanos (Kim et al., 2000).

O alginato de so6dio é bastante promissor como segundo componente de blendas e
compositos com fibroina de seda, porém membranas de fibroina de seda e alginato juntos foram
pouco estudadas na literatura (Liang e Hirabayashi, 1992; Lee et al., 2004a; Roh et al., 2006),
sendo que estes dois biopolimeros sdo materiais potenciais para aplicacdo na area médica. Desta
maneira, a falta de informagdes a respeito destes materiais torna necessario o estudo detalhado
das caracteristicas fisicas, quimicas e de citocompatibilidade de blendas e compdsitos de fibroina

de seda e alginato de sédio.



2 OBJETIVOS

Este trabalho apresenta os seguintes objetivos:

Objetivo geral:

Obtencgdo e caracterizacdo de blendas e compdsitos de fibroina de seda com alginato de

sodio.

Objetivos especificos:

- Obtencao de membranas de alginato de sédio com fibroina de seda em solugdo (para a
obtencdo das blendas) e na forma de fios (para a obtengdo dos compdsitos);

- Caracterizacdo quimica e fisica das blendas a fim de verificar sua estrutura quimica,
cristalinidade, morfologia, estabilidade térmica, resisténcia mecanica e miscibilidade entre os
componentes da blenda;

- Caracterizagdo de compositos de fibroina de seda e alginato de sédio, com diferentes
quantidades de fios de fibroina incorporados, sendo avaliadas principalmente as propriedades
mecanicas e a interagdo fibra-matriz dos compdsitos;

- Realizacdo de testes de citotoxicidade para avaliar a possibilidade de aplicacdo das

membranas na drea de engenharia tecidual.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fibroina de seda

A seda € uma das fibras naturais mais abundantes na natureza e pode ser obtida a baixo
custo (Mori e Tsukada, 2000). As sedas sdo biopolimeros protéicos, produzidos na forma de
fibras por alguns artrépodes, como o bicho-da-seda, a aranha, o escorpido e a pulga. Cada uma
destas sedas tem uma seqiiéncia de aminodcidos diferente e, portanto, possui diferentes
propriedades (Altman et al., 2003). Condigdes diferentes no processamento da seda, como o
clima, ambiente, nutricdo do artrépode e velocidade de formagdao do fio também influenciam
diretamente as propriedades mecanicas do fio de seda formado (Hakimi et al., 2007).

As sedas mais estudadas sdo as produzidas pelo bicho-da-seda domesticado (Bombyx
mori) e por aranhas do género Nephila clavipes. Porém, apesar da seda da aranha possuir
melhores propriedades mecanicas, ela ndo € comercializada para a industria téxtil ou utilizada em
aplicacdes biomédicas devido a natureza predatdria das aranhas, o que restringe sua criagdo em
condi¢cdes confinadas. Além disso, a aranha produz quantidades pequenas de seda, quando
comparada com a producdo do bicho-da-seda (Maclntosh et al., 2008).

O casulo do bicho-da-seda é composto primariamente por sericina e fibroina. A sericina é
responsavel por envolver as fibras da fibroina, como uma espécie de cola. Alguns casos de
hipersensibilidade a seda ja foram relatados e atribuidos a sericina, porém sabe-se que se a
mesma for retirada € possivel obter membranas adequadas para utilizacio como biomaterial
(Altman et al., 2003).

A estrutura quimica da fibroina € composta predominantemente por glicina, alanina,
serina e, em menor quantidade, tirosina, sendo que a fracdo molar destes quatro aminodcidos
representa 90% de sua estrutura (Sashina et al., 2006). A fibroina apresenta uma regiao cristalina,
com repeticdes dos aminodcidos em seqiiéncia, € uma regido amorfa, com a maioria dos
aminodcidos residuais com uma cadeia de lados volumosos e polares, sendo mais abundantes em
fibroinas de seda selvagem. As propriedades de tensdo das fibras da seda dependem
principalmente da estrutura cristalina, enquanto as propriedades fisicas, como retencdo de
umidade e resisténcia quimica, dependem do estado da regido amorfa (Mori e Tsukada, 2000). A

estrutura primadria da fibroina pode ser visualizada na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura primdria da fibroina de seda. Fonte: Nogueira, 2005.

A fibroina, como a maioria das proteinas, possui trés tipos principais de conformacdes da
estrutura secunddria: folha-f, hélice-ou e enovelamento aleatério presentes em proporcoes
diferentes (Canevarolo Jr., 2006). As conformacdes do tipo hélice-at e enovelamento aleatdrio
também sdo chamadas de seda I, enquanto que a conformacio do tipo folha-f é denominada de
seda II.

A conformagdo do tipo folha-f é a forma mais estdvel, onde as cadeias da fibroina sdo
ligadas por pontes de hidrogénio entre os segmentos adjacentes das cadeias polipeptidicas. A
estrutura B tende a interagir com outra estrutura 3, por pontes de hidrogénio entre os grupos

carbonila de uma com os grupos amino de outra (Nelson e Cox, 2000; Cozzone, 2002). Sua

estrutura pode ser visualizada na Figura 2.

Figura 2: Conformagio estrutural folha-B. Fonte: Nelson e Cox, 2000.



Na conformacao do tipo hélice-a (Figura 3) os polipeptidios estdo ligados ao redor de um
eixo imagindrio longitudinal, formando uma espiral ou hélice. Esta € estabilizada por pontes de
hidrogénio entre os grupos C=0 dos residuos dos aminoécidos da cadeia principal e os grupos N-
H na seqiiéncia de aminodcidos, sendo também estabilizada por interacoes de Van der Waals
(Cozzone, 2002). Esta conformagao confere elasticidade macroscépica, devido a possibilidade de

estiramento maximo da cadeia (Nelson e Cox, 2000).

Figura 3: Conformagéo estrutural hélice-o.. Fonte: Chasin e Mowshowitz, 2009.

A conformagdo enovelamento aleatério, predominante em proteinas, € uma estrutura
aleatdria, sem nenhuma periodicidade, onde as moléculas podem se ligar de todas as formas
possiveis. Normalmente, esta conformacdo € apresentada em cadeias poliméricas amorfas
(Canevarolo Jr., 2006).

As trés conformagdes moleculares da fibroina coexistem em sua estrutura, porém podem
ser feitos tratamentos fisicos e quimicos utilizando altas temperaturas, solventes organicos, como
o etanol e o metanol, umidade elevada e forca mecanica, para promover a transi¢do da
conformagdo seda I, menos estdvel, para a seda II, estdvel e insolivel em dgua (Kawahara et al.,
2006; Putthanarat et al., 2002; Lawrence et al., 2008).

Um importante fator a ser considerado na produ¢do de membranas de fibroina € o pH. Em
valores de pH entre 8 e 9, a fibroina apresenta principalmente conformacdo enovelamento
aleatério, quando em solucdo. Nesta conformagao estrutural, um maior nimero de grupos ativos
fica exposto, permitindo assim uma maior interagcao entre a fibroina e outros materiais (Du et al.,
2009).

A fibroina na forma de fios, como todas as proteinas fibrosas, é insolivel em dgua devido

a alta concentragdo de aminodcidos residuais hidrofébicos no seu interior e em sua superficie
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(Nelson e Cox, 2000). A solubilidade pode ser relacionada com a capacidade de um ndmero
substancial de grupos polares, localizados na superficie, solvatar na dgua através de ligacoes de
hidrogénio. Esta capacidade de solvatacdo dependerd do pH, da forca idnica do solvente e da
temperatura (Farfan, 1994). A fibroina € dissolvida em solugdes concentradas de dcidos e em
solucdes aquosas e organicas de sais (Sashina et al., 2006).

Os fios de fibroina sdo biodegraddveis e altamente cristalinos, com estrutura folha-f bem
alinhada. Possuem alta resisténcia a tensdo, boa elasticidade e resiliéncia. Fios de fibroina sao
altamente estdveis, iniciando sua degradagdo térmica em temperaturas acima de 150 °C (Lee et
al., 2005).

A fibroina tem sido utilizada em aplicagdes biomédicas como sutura desde o final do
século 19, provando ser um biomaterial eficiente para este tipo de utilizacdo (Maclntosh et al.,
2008). Virios pesquisadores tém investigado a fibroina como um recurso promissor para
biotecnologia e material biomédico devido a sua biocompatibilidade, alta permeabilidade ao
oxigénio e vapor d’dgua, biodegradabilidade, minima reacdo inflamatéria, possibilidade de
esterilizacdo e preparo com diferentes morfologias, alta estabilidade térmica e resisténcia
microbiana (Um et al., 2001; Altman et al., 2003; Li et al., 2002).

Existem alguns artigos de revisdo relatando as aplicacdes potenciais da fibroina no campo
biomédico, como pele artificial e sistemas de liberacdo controlada (Ki et al., 2009), substrato para
imobilizacdo enzimatica, lentes de contato com alta permeabilidade ao oxigé€nio e biosensores
para a detec¢do de doengas (Mori e Tsukada, 2000) e cultura de células de vérios tecidos,
incluindo tecido 6sseo, cartilaginoso e de ligamentos (Vepari e Kaplan, 2007; MaclIntosh et al.,

2008).

3.2 Alginato

O alginato € um polissacarideo de cadeia linear obtido da parede celular de algas
marinhas marrons e bactérias, e € responsavel por promover rigidez e flexibilidade as mesmas. A
maioria dos alginatos é extraida de algas colhidas de seu habitat natural, uma vez que o seu
cultivo é muito caro, o que inviabilizaria sua aplicac¢ao industrial (Rinaudo, 2008).

A principal fonte de extra¢do do alginato sdo as algas marinhas marrons e o seu preparo

envolve lavagem e maceracdo das algas, seguido pela extracido do alginato utilizando solugdo de



carbonato de s6dio ou hidroxido de soédio. O extrato € filtrado e o alginato € isolado por
precipitacao através da adicdo de cloreto de célcio ou cloreto de sddio ao filtrado (Haug e Larsen,
1963; Rinaudo, 2008).

O alginato é uma mistura complexa de dois tipos de dcidos, o dcido B-D-manurdnico, com
conformacdo linear e flexivel, e o 4cido o-L-gulurdnico, de conformacao estrutural rigida. Os
acidos PB-D-manurdnico e o-L-gulur6énico sdo estereoquimicamente diferentes devido a uma
diferenca no C-5 (Figura 4) (Qin, 2008). Dependendo da espécie da qual se extrai o alginato, do
local e da época do ano, a propor¢do destes dcidos na cadeia do alginato € diferente, resultando

em propriedades fisicas distintas ao mesmo (Avella et al., 2007).
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Figura 4: Estrutura quimica do dcido a-L-gulurdnico (G) e do acido B-D-manur6nico (M). Adaptado de:

Drury et al., 2004.

Considera-se que o alginato € constituido por trés tipos de blocos. Os blocos GG,
contendo unidades de dcido gulurdnico, os blocos MM, com unidade de dcido manurdnico e os
blocos GM, com unidades alternadas de dcido gulur6nico e manurdnico. A Figura 5 apresenta

uma representacao esquemadtica da estrutura estereoquimica dos blocos GG, MM e GM.



Figura 5: Estrutura estereoquimica dos blocos GG, MM e GM. Fonte: Chaplin, 2010.

As propriedades fisicas do alginato dependem ndo somente das proporcdes dos dcidos
gulurdnico e manurénico em sua cadeia, mas também das proporc¢oes relativas dos trés tipos de
blocos. Por exemplo, a formagdo de géis de alginato pela adi¢ao de ions célcio envolve os blocos
GG, portanto, quanto maior for o contetido de blocos GG em sua cadeia, maior serd a resisténcia
mecanica deste gel (Qin, 2008).

Os blocos dos dcidos gulurbnico e manurdnico podem estar arranjados de formas
distintas, formando trés tipos de configura¢des: hélice dupla para os blocos manurdnicos, hélice
tripla para os blocos gulurénicos na presenca de sais de sddio e hélice dupla dos blocos
gulurdnicos na presenca de sais de calcio (Rinaudo, 2008).

O alginato € insolivel em dgua a temperatura ambiente, sendo o preparo de sua solucao
um pouco complicado. Ele deve ser disperso em dgua, sob alta taxa de cisalhamento (agitagdao) ou
com aquecimento (Oliveira, 2004). Solu¢des aquosas de alginato apresentam diminuicdo de
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, podendo ser classificadas como fluido néo-
newtoniano. O alginato pode ser preparado em uma larga variedade de massas moleculares,
variando entre 50 a 100.000 kDa (Augst et al., 2006).

A viscosidade da solu¢do de alginato diminui com o aumento de temperatura. Com

relacdo ao pH, em pH abaixo de 5 os grupos -COO™ comecam a ser protonados, diminuindo a



repulsdo eletrostética entre eles, o que permite a formacdo de pontes de hidrogénio, aumento de
viscosidade e, consequentemente, possibilita a formacao de gel (Qin, 2008).

Devido a sua estrutura linear e elevada massa molecular, o alginato é capaz de formar
filmes resistentes e boas fibras no estado s6lido (Rinaudo, 2008). O alginato possui facilidade em
formar gel, sendo capaz de reter grande quantidade de dgua. A formacao deste gel é independente
da temperatura, o que faz com que este biopolimero seja utilizado na maioria das vezes sob esta
forma. E um material muito utilizado como agente espessante e estabilizante em alimentos, e
também na produgdo de adesivos, tintas, brinquedos e papéis (Oliveira, 2004).

Na drea biomédica o alginato possui algumas caracteristicas vantajosas como
biocompatibilidade, ndo toxicidade, hidrofilicidade e capacidade de formar gel. A gelificacdo do
alginato permite a encapsulacdo de vdrias substancias, e quando modificado quimicamente, é
utilizado na liberagdo controlada de proteinas que promovem a regeneracdo do tecido
mineralizado e como carregador de células transplantadas. Porém, a sua baixa taxa de degradacdo
constitui uma desvantagem que ainda estd sendo estudada (Augst et al., 2006).

O alginato de sédio vem sendo estudado para usos como matriz para suporte de culturas
celulares especificas, imobilizacdo de microorganismos, excipiente para medicamentos, material
para impressdo dental e curativo para ferimentos (Lee et al., 2004a; Augst et al., 2006; Avella et

al., 2007; Qin, 2008; Ko et al., 2010).

3.3 Blendas poliméricas

As blendas poliméricas constituem-se na mistura (fisica ou mecéanica) de pelo menos dois
polimeros, de forma que s6 exista interagdo intermolecular secunddria entre as cadeias
moleculares dos polimeros, sem que haja reagdo quimica entre os mesmos (Wiebeck e Harada,
2005).

Existem duas formas tradicionais de se obter blendas poliméricas: sob temperatura
suficientemente alta para fundir os polimeros sem causar degradacio dos mesmos, ou
dissolvendo os polimeros em um solvente comum a ambos, sendo o solvente evaporado

posteriormente (Wiebeck e Harada, 2005).



Através da formacdo de blendas poliméricas é possivel obter uma sinergia das
propriedades individuais de cada material, além da possibilidade de melhorar ou controlar suas
propriedades mecanicas finais devido a interacdo entre as estruturas quimicas.

Um dos principais problemas no desenvolvimento de blendas poliméricas € encontrar
sistemas misciveis. Uma blenda € dita miscivel quando as moléculas poliméricas se misturam
intimamente, ndo havendo segregacdo entre as moléculas, ou seja, separacdo de fase. O termo
miscivel estd diretamente relacionado com a solubilidade, ou seja, os polimeros sdo misciveis
quando se dissolvem mutuamente, apresentando uma unica fase (Paul e Newman, 1978). Existem
diversas técnicas que permitem investigar a miscibilidade entre componentes de uma blenda
polimérica, como a microscopia eletronica de varredura (escala micrométrica), a andlise
dindmico-mecanica (escala nanométrica) e a espectroscopia de infravermelho (escala molecular)
(Garton, 1992).

Outro termo complementar ao de miscibilidade de blendas refere-se a sua
compatibilidade. Blendas sdo ditas compativeis quando apresentam propriedades tteis ou
satisfatérias. Portanto, blendas imisciveis podem ser compativeis, assim como blendas misciveis
podem ser incompativeis. Um dos principais objetivos no estudo de blendas poliméricas é tornar
compativeis os sistemas incompativeis, e isto pode ser feito através de modificacdes quimicas ou

do uso de aditivos (Paul e Newman, 1978; Akcelrud, 2007).

3.3.1 Blendas com fibroina de seda

A formacdo de blendas poliméricas permite a obtencdo de materiais com novas
propriedades, e € especialmente interessante se forem utilizados polimeros naturais (Sashina et
al., 2007a). A técnica de formacao de blendas poliméricas tem sido usada ha alguns anos. Alguns
pesquisadores verificaram que as propriedades fisicas de membranas de fibroina de seda podem
ser melhoradas formando-se blendas de fibroina com outros polimeros sintéticos ou naturais,
como o poli(vinil dlcool) (PVA)) (Sashina et al., 2007b), a celulose (Marsano et al., 2008), a
quitosana (Kweon et al., 2001; Sashina et al., 2007a) e o alginato de sédio (Lee et al., 2004a),
entre outros.

Membranas de fibroina de seda e queratina foram desenvolvidas por Vasconcelos et al.

(2008), sendo a queratina dissolvida tanto em solu¢do aquosa como em solugdo de 4cido férmico.
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Foi verificada nas blendas uma modificacdo nas bandas de amida da fibroina, que caracterizam
sua conformacgdo estrutural, provavelmente induzida pela adicdo da queratina. Isto ocorreu
principalmente nas blendas com 4cido férmico, uma vez que este € capaz de induzir a
cristalizacao da fibroina.

Yeo et al. (2000) estudaram blendas de PVAj/quitosana/fibroina para aplicacdo na
cicatrizacdo de feridas em ratos. Eles verificaram que a cicatrizagdo ocorreu mais rapidamente
quando utilizada a blenda contendo os trés componentes, seguida da blenda quitosana/fibroina,
fibroina pura, blenda PVAj/quitosana e quitosana pura. Os autores relataram a necessidade de
ajuste de pH para um valor entre 5,0 e 5,5 para a obtencdo das blendas estudadas.

Kweon et al. (2001) estudaram filmes de blendas poliméricas de fibroina de seda e
quitosana, a fim de entender o efeito da relac@o fibroina:quitosana nas caracteristicas fisicas dos
filmes. Eles verificaram que as propriedades mecanicas dos filmes sdo melhoradas quando
formadas blendas de fibroina de seda com 10 a 40% de quitosana e que a permeabilidade ao
oxigénio é mais elevada em blendas contendo 40-50% de quitosana. Um estudo semelhante foi
conduzido por Park et al. (1999), onde foram verificadas melhorias nas propriedades mecanicas e
também uma tendéncia a cristalizacdo, principalmente em um contetdo de quitosana de até 30%.
She et al. (2008) verificaram que, quanto maior o conteido de quitosana na blenda, maior a
formagcdo de uma estrutura mais organizada na fibroina. Isto foi atribuido ao fato de serem
formadas pontes de hidrogénio entre a fibroina e a quitosana, estabilizando assim sua

conformacao.

3.3.1.1 Blendas de fibroina de seda com alginato de sédio

O alginato de sdédio parece ser bastante promissor como o segundo componente de
blendas com fibroina de seda, pois possui grupos ativos capazes de interagir com as

macromoléculas de fibroina, condicdo necessdria para a compatibilidade dos polimeros em

solugdes e filmes.
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Figura 6: Representacdo esquemadtica da ligacdo por pontes de hidrogénio entre a fibroina e o alginato de

soédio. Fonte: Liang e Hirabayashi, 1992.

Blendas de fibroina de seda com alginato de s6dio foram pouco estudadas na literatura,
limitando-se a somente trés artigos publicados (Liang e Hirabayashi, 1992; Lee et al., 2004a; Roh
et al., 2006). Inicialmente, Liang e Hirabayashi (1992) estudaram a interagdo por pontes de
hidrogénio entre a fibroina e o alginato de sédio (Figura 6), além de verificar o aumento da
tensdo de ruptura das membranas quando adicionado um conteido maximo de 30% de alginato
na fibroina, e um aumento no alongamento das membranas quanto maior a quantidade de alginato
adicionada.

Lee et al. (2004a) estudaram as propriedades fisicas e estruturais de blendas esponjosas de
fibroina de seda e alginato de s6dio. O método de obtencdo das blendas por estes autores foi por
mistura e liofilizacdo, obtendo assim a estrutura esponjosa. Os autores verificaram que as
caracteristicas estruturais da fibroina de seda nestas blendas nao foram afetadas pela incorporacao

de alginato de sddio, além disso, foi observada separacdo macroscOpica de fases. Entretanto as
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propriedades mecanicas das blendas melhoraram, uma vez que o alginato de sédio € um
polissacarideo rigido.

Em um estudo complementar, as blendas esponjosas de fibroina e alginato foram
utilizadas para a cicatrizacdo de feridas em ratos (Roh et al., 2006). Foi constatado que a
cicatrizagdo utilizando as blendas fibroina/alginato, contendo 50% de cada biopolimero, foi a
melhor entre as membranas utilizadas, melhor inclusive que o curativo usado clinicamente, o0 Nu
Gauze™ (Johnson & Johnson Co.), usado como controle no estudo. A cicatrizagao utilizando
esta blenda envolve a re-epitelizacdo através da rdpida proliferacdo das células epiteliais e
deposicdo de coldgeno pela proliferacio de fibroblastos. A blenda de fibroina e alginato tem
efeito sinérgico na cicatrizacdo de feridas, acelerando a re-epitelizacdo e surgindo como um

material com grande potencial para ser utilizado clinicamente.

3.4 Plastificantes

Plastificante € uma substancia que, adicionada a um material polimérico, modifica as
propriedades do mesmo, com o intuito de melhora-las. Essas propriedades modificadas podem
ser: processabilidade, flexibilidade, médulo de elasticidade, dureza, viscosidade do material
fundido e temperatura de transi¢do vitrea (Rabello, 2000).

A acdo dos plastificantes em filmes poliméricos baseia-se na diminui¢do das forgas
intermoleculares, provocando a separacdo entre as macromoléculas do polimero e aumentando
assim a mobilidade de suas cadeias, melhorando as propriedades mecanicas, como a flexibilidade
(Zactiti, 2004). O plastificante atua como um espagcador molecular, porém algumas vezes ele
pode interagir com o polimero por interacdes do tipo dipolo-dipolo ou do tipo pontes de
hidrogénio, sendo que quanto mais forte for esta interacdo, menor serd o espagamento entre as
cadeias do polimero e conseqiientemente, maior a sua dureza e rigidez. Quanto a alteracdo nas
propriedades mecanicas, pode-se dizer que, geralmente, o uso de plastificantes provoca aumento
no alongamento e diminui¢do na resisténcia ténsil e no médulo elastico (Rabello, 2000).

A utilizacdo de aditivos (plastificantes) em polimeros vem se tornando cada vez maior, a
fim de conferir boas caracteristicas de processabilidade e uso final. O plastificante pode ser
considerado como o principal componente de uma determinada composi¢do polimérica, logo

apos o polimero base (Zaioncz, 2004).
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Dai et al. (2002) estudaram membranas de fibroina e poli(vinil dlcool) (PVA) e
verificaram que as membranas das blendas fibroina/PVA; sem glicerina apresentaram separacdo
de fases, enquanto que as membranas contendo glicerina mostraram-se bastante homogéneas.
Acredita-se que a glicerina ajudou na interac@o entre a fibroina e o PVA, devido a liga¢des por
pontes de hidrogénio dos grupos hidroxila do PVA,, hidroxila da glicerina e amida da fibroina.
Além disso, a adicdo da glicerina melhorou o alongamento e a forca na ruptura das membranas,
pois aumentou o espagamento entre as moléculas da fibroina e do PVA,, tornando seu movimento
mais facil, portanto, mais elastico.

A necessidade da adicdo de glicerina para atuar como plastificante em membranas
também foi verificada por Du et al. (2009), em blendas de fibroina e hidroxiapatita. As
membranas contendo glicerina ficaram mais flexiveis e transparentes. As blendas também
apresentaram estrutura cristalina (folha-f) induzidas pela adig¢do da glicerina e da hidroxiapatita.

Jin et al. (2004) testaram a adi¢do de poli(etileno glicol) (PEG), com massa molecular de
3400 g/mol, na solu¢do de fibroina, a fim de formar membranas de blendas fibroina/PEG com
melhores propriedades mecanicas. Eles verificaram separacdo macroscopica de fases em todas as
faixas de composi¢des estudadas durante a evaporagdo do solvente e formacdo do filme. Além
disso, ap6s a imersdo das membranas em solu¢do de metanol 90%, para converter a fibroina para
sua forma mais estdvel, esta separacao de fases tornou-se ainda mais pronunciada, uma vez que
os dominios de PEG tornaram-se opacos € os dominios de fibroina permaneceram transparentes.
Indicando claramente a ndo-compatibilidade destes dois materiais.

Ja o PEG-8000 mostrou-se ndo-compativel com o alginato de sédio. As membranas de
alginato confeccionadas com PEG eram opacas, com pontos de separacao de fases. Além disso,
ocorreu exclusdo fisica do plastificante, indicando claramente a incompatibilidade entre o PEG e
o alginato (Olivas e Barbosa-Canovas, 2008).

Desta maneira, a adicdo de PEG como plastificante nas membranas estudadas neste trabalho foi
descartada, dando-se prioridade ao estudo da adi¢do de glicerina como plastificante. Foi
comprovado em estudos anteriores que a glicerina possui boa compatibilidade com a fibroina (Lu
et al., 2010; Dai et al., 2002) e também com o alginato (Olivas e Barbosa-Canovas, 2008; Avella
et al., 2007), além de possibilitar uma maior interagdo entre os componentes de blendas com

fibroina. Porém a glicerina apresenta como desvantagem a sua solubilizacdo em meios aquosos,
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sendo extraida da membrana quando a mesma € imersa em solucdes utilizadas para sua

estabilizacdo ou lavagem (Dallan, 2005).

3.5 Compésitos

Compésitos sdo constituidos por uma fase continua denominada matriz (pode ser
metdlica, ceramica ou polimérica) e por uma fase descontinua denominada fase dispersa (fibras
continuas, fibras picadas ou particulas). Os biocompositos, estudados mais recentemente, sao
definidos como materiais compdsitos, compostos por fibras naturais biodegradaveis como reforco
e uma matriz polimérica que pode, ou nio, ser biodegraddvel (Lee et al., 2005).

Apesar do estudo de biocompdsitos ser bastante recente (o interesse em biocompdsitos
comegou na ultima década), eles sdo bastante encontrados na natureza, de forma a se ter
estruturas finais com melhores propriedades mecanicas do que seus componentes sozinhos.
Exemplos deste tipo de estruturas sdo o bambu, ossos, pérolas, madeira, entre outros.

As propriedades mecanicas de compdsitos reforcados com fibras dependem fortemente
das propriedades do reforco e da matriz, da carga de fibra (fracdo volumétrica), da orientagcdo e
comprimento das fibras e das propriedades da interface reforco/matriz. A adesdo fibra-matriz em
um material compésito € um dos pontos principais. Ela estd diretamente relacionada a presenca
de grupos funcionais na superficie da fibra, orientacao, cristalinidade e propriedades quimicas da
mesma, bem como a conformacdo molecular e constituicio quimica da matriz (Levy Neto e
Pardini, 2006).

As principais vantagens associadas ao uso de fibras naturais estdo em sua nao-toxicidade,
biodegradabilidade, baixo custo e boa resisténcia por massa de material quando comparadas com
fibras sintéticas. As fibras naturais podem ser usadas como refor¢os biodegradaveis a fim de
melhorar suas propriedades mecanicas, controlar a biodegradabilidade do biocompdsito e
também reduzir o seu peso (Lee et al., 2005).

As fibras naturais sdo divididas em categorias, de acordo com sua origem: animais e
vegetais. Fibras vegetais sdo compostas por celulose (frutas, sementes, folhas, madeiras),
enquanto que fibras animais sdo compostas por proteinas, como a fibroina e a queratina (John e

Thomas, 2008).
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Existem diversos estudos na literatura relatando o uso de fibras vegetais em
biocompositos, como fibras de sisal, de bambu, de curaud, de coco, de juta, entre outros (Singha e
Thakur, 2008; Alvarez et al., 2004; Han et al., 2007; Bledzki et al., 2009; Corradini et al., 2009;
Silva e Aquino, 2008). Existem inclusive alguns artigos de revisdo sobre compésitos reforcados
com fibras de celulose (Mishra et al., 2004; Mohanty et al., 2000; Mohanty et al., 2002; John e
Thomas, 2008; John e Anandjiwala, 2008). Porém estudos com fibras animais, como a fibroina,
840 raros.

As fibras de fibroina exibem algumas vantagens em relacdo as fibras vegetais, como
propriedades das fibras uniformes, tipo de fibra continua, elevada resisténcia mecanica, elevada
cristalinidade e elevada resisténcia a umidade e temperatura (Han et al., 2006). Devido a estas
propriedades, alguns cientistas e companhias estdo tentando produzir fibroina em laboratério com
a finalidade de aplicag¢do em tecidos e cordas de alto desempenho.

Além disso, na manufatura da seda, uma grande quantidade de fios de seda sdo
descartados por terem sido quebrados ou ndo apresentarem o tamanho necessdrio para a aplicagdo
da seda para fins téxteis. Estes fios de descarte sdo materiais potenciais para a utilizacdo como

reforco em biocompositos.

3.5.1 Compésitos com fibroina de seda

As fibras de fibroina tém aproximadamente 10-25 wum de diametro e de um tunico casulo
pode-se obter até 1000 m de fibras de fibroina através da remocdo da sericina por imersao em
agua fervente ou solucdo alcalina (Vepari e Kaplan, 2007; Plaza et al., 2008). As fibras de
fibroina sdo biodegraddveis, altamente cristalinas e com estrutura predominantemente folha-f3.
Sao altamente estdveis a umidade e temperatura, iniciando sua degradacdo em temperaturas
acima de 150 °C (Lee et al., 2005).

A elevada resisténcia mecanica apresentada pelos fios de fibroina, aliada a sua capacidade
de adesdo celular, tornam muito interessante sua utilizagao como fibra de reforco em compdsitos
poliméricos (Xia e Lu, 2008). Existem poucos estudos na literatura sobre a formacdo de
compdsitos com fios de fibroina de seda, especialmente para aplicagc@o na drea biomédica.

Existem relatos na literatura de compdsitos utilizando diretamente os fios de fibroina de

seda fornecidos pela fiacdo com polimeros sintéticos como matrizes, como a poli(g-caprolactona)
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(Li et al., 2008) e o poli(butileno sucinato) (Han et al., 2006; Lee et al., 2005), utilizando
prensagem a quente para obtencdo dos compdsitos. Nestes estudos verificou-se a existéncia de
comprimento e conteido maximo de fios de fibroina que pode ser adicionado a fim de obter a
maxima resisténcia mecanica. Verificou-se que o comprimento ideal dos fios é de 12,7 a 25,4
mm (1/2 in e 1 in) com um conteido maximo de 35 a 50% de fios de fibroina, em massa. Os
autores verificaram que em conteidos mais elevados, a matriz ndo era suficiente para cobrir estes
fios, causando menor transferéncia de carga da matriz para a fibra, resultando na queda da
resisténcia mecanica.

Um biocompdsito para aplicacdes em engenharia tecidual foi preparado a partir de fibras
de fibroina e poli(4cido lactico) (PLA) (Cheung et al., 2008). Os biocompositos foram obtidos
por extrusdo e inje¢do e foram utilizadas fibras curtas, de 3 a 6 mm. O tamanho e contetido das
fibras foram os principais parametros que influenciaram as propriedades mecanicas do
biocompdsito. O biocompdsito com maior resisténcia mecanica foi obtido quando utilizadas
fibras de 5 mm e em um contetido méssico de 5%. Os autores consideraram os fios de fibroina
o6timos candidatos para atuar como reforco no desenvolvimento de scaffolds (matrizes
tridimensionais porosas) poliméricos.

Além das fibras, microparticulas de fibroina (5-50 um) provaram ser eficientes no reforco
de scaffolds com PLA e melhoraram a proliferacdo celular (Lv et al., 2007; Hu et al., 2007). As
microparticulas eram misturadas ao PLA, em propor¢do de 50% em massa de cada material, e os
scaffolds foram obtidos por liofilizacdo. As microparticulas foram uniformemente distribuidas no
scaffold e sua presenca melhorou a adesao e crescimento de células HepG2, quando comparado
com o material sem a presenca das microparticulas de fibroina. Além disso, foi verificado que a
presenca de fibroina diminuiu a resposta inflamatéria do material, melhorando suas
caracteristicas para aplicacdo na regeneragdo do tecido hepatico.

Nao foram encontrados artigos na literatura que relatassem a utilizacdo de biopolimeros
como matriz em biocompdsitos com fibroina de seda. Acredita-se que esta limitagdo esteja
relacionada ao fato de que polimeros naturais ndo podem ser processados pelos métodos usuais
de processamento de polimeros como a extrusdo e injecdo. Um dos maiores desafios ligados a
biocompdsitos contendo fibroina seria justamente o uso de uma matriz biopolimérica, obtendo-se

um material completamente natural, biodegradavel e ecologicamente correto.
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3.6 Biomateriais

O termo biomaterial foi definido na Conferéncia da Sociedade Européia de Biomateriais
como ‘“qualquer substancia, diferente de uma droga, ou combinacdo de substancias de origem
sintética ou natural, que pode ser usada por um periodo de tempo indeterminado, como um todo
ou como uma parte de um sistema que trata, melhora ou substitui qualquer tecido, 6érgdo ou
funcdo do organismo” (Williams, 1987). Um conceito complementar ao de biomaterial é a
defini¢do de biocompatibilidade, que é a capacidade de um material desempenhar uma resposta
apropriada em uma aplicacao especifica (Remes e Williams, 1992).

O desenvolvimento de um novo biomaterial envolve conhecimentos multidisciplinares
como engenharia e ci€ncia dos materiais, biotecnologia e ci€éncias médicas. Um determinado
material deve apresentar uma série de caracteristicas comuns para poder ser aplicado como
biomaterial. Ele deve ser biocompativel, ser bioestdvel, ndo ser tdéxico, inflamatério ou
carcinogénico e ter propriedades mecanicas adequadas a sua funcdo (Ratner et al., 2004).

Os biomateriais podem ser classificados como naturais (fibras protéicas, polissacarideos
etc.) ou sintéticos (metais, ceramicas, polimeros etc.). Também podem ser classificados como
bioabsorviveis ou tempordrios (alguns tipos de suturas, enxertos etc.) e bioestiveis ou
permanentes (valvulas cardiacas, préteses de articulagdes, proteses Osseas metdlicas etc.) (Dallan,
2005).

Os biomateriais t€m um papel importante na engenharia tecidual, que € a ciéncia que
estuda ou desenvolve processos para sintetizar ou regenerar tecidos e 6rgdos. Na engenharia
tecidual, as células sdo semeadas in vitro e aderidas em uma matriz sintética, que é implantada no
paciente. A medida que a matriz se degrada, uma nova matriz natural é produzida pelo
organismo, regenerando o tecido ou 6rgao (Nogueira, 2005).

Os polimeros biodegraddveis tém ampla aplicagdo na engenharia tecidual, pois
normalmente apresentam um tempo curto de duracdo e ndo € necessdria sua retirada do
organismo, sendo degradados por enzimas ou por hidrélise (Rodas, 2004).

O estudo de polimeros para aplicacio em biomateriais vem se desenvolvendo
intensamente, sendo o comportamento mecanico do material estudado crucial para determinar o
sucesso ou fracasso de sua aplicacdo. Um dos objetivos principais da ciéncia dos materiais é

controlar as propriedades mecénicas através de modificacoes na microestrutura cristalina do
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material. As propriedades bioldgicas também podem ser modificadas para realcar a
especificidade de tecidos, atividade celular e biocompatibilidade (Maskarinec e Tirrell, 2005).

Além disso, o conhecimento da taxa de degradacdo de biomateriais utilizados como
implantes € fundamental, pois a degradacdo do biomaterial deve coincidir com as necessidades
mecanicas e fisiologicas enquanto o novo tecido bioldgico é formado. Estudos de degradacdo in
vitro da fibroina demonstraram que esta € susceptivel a degradacdo bioldgica quando exposta a
enzimas proteoliticas (Monti er al., 2005). A taxa de degradacdo de materiais derivados da
fibroina estd diretamente relacionada ao modo de processamento e conteido de conformacao
estavel do tipo folha-B. J4 o alginato de s6dio ndo sofre degradacdo enzimdtica no organismo e,
consequentemente, sua taxa de degradacdo ndo pode ser controlada, o que constitui uma
desvantagem em aplica¢des onde o controle da degradagdo € requerido. A degradacdo in vivo do
alginato € um dos maiores problemas relacionados a sua aplicagdo como dispositivo médico,
entretanto, métodos de modificacdo fisica e/ou quimica podem ser usados para controlar sua
cinética de degradagdo (Augst et al., 2006; Lee et al., 2004b).

A esterilizacdo também € uma etapa fundamental no desenvolvimento de dispositivos
médicos, e a funcionalidade de qualquer sistema de esterilizacdo deve ser determinada através de
sua eficdcia em exterminar microrganismos, além de sua capacidade de ndo alterar de forma
negativa as propriedades funcionais do material (Vangsness et al., 2000).

Weska (2009) realizou um estudo bastante completo sobre a influéncia de diferentes
métodos de esterilizacdo nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de membranas de
fibroina.  Os resultados mostraram que, além de serem eficientes na eliminacdo de
microorganismos, nenhum método ocasionou degradacdo das membranas ou a formacdo de
produtos citotoxicos, provando que a fibroina pode ser esterilizada em condicdes de temperatura,
umidade e pressao elevadas, o que € pouco comum dentre os biopolimeros. Além disso, quando
utilizados etanol 70%, autoclave ou 6xido de etileno as membranas tornaram-se mais estaveis e
cristalinas, o que pode ser aproveitado quando se deseja uma degradacdo in vivo mais lenta.

Em um estudo sobre métodos de esterilizacdo para solucdes de alginato, Leo et al. (1990)
comparou o efeito da autoclavagem, da radiagdo gama e da esterilizacdo por 6xido de etileno nas
propriedades do alginato. Processos térmicos, como a autoclave, acabaram causando a clivagem
das cadeias de alginato, deteriorando sua estrutura, uma vez que o alginato é um biopolimero com

baixa resisténcia térmica. A radiacdo gama causou grande diminuic¢do da viscosidade da solugdo,
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o que indica que houve a quebra de suas moléculas e conseqiiente degradagcdo. Dentre os métodos
estudados, o mais adequado foi a esterilizagdo por 6xido de etileno, no entanto, alguns cuidados
devem ser tomados, uma vez que o 6xido de etileno pode reagir quimicamente com o material
esterilizado, além de ser um gis toxico e cancerigeno, o que leva a necessidade de um
procedimento de areacdo subseqiiente a esterilizacdo a fim de se evitar efeitos toxicos residuais
(Weska, 2009).

Para a regeneracdo da pele, os biomateriais normalmente se apresentam na forma de
filmes, espumas, géis ou compdsitos e devem apresentar como caracteristicas fundamentais
leveza, auséncia de odor, impermeabilidade a microorganismos, permeabilidade ao oxigénio e ao
vapor d’4dgua, devem ser adequados ao manuseio e resistentes ao rasgo e a tracao, além de serem
biodegraddveis e ndo produzirem reagdes inflamatorias (Rodas, 2004; Dallan, 2005).

Existem relatos do uso de fios de fibroina por cirurgides no recobrimento de feridas ha
pelo menos 3000 anos. Esfor¢os tém sido feitos para desenvolver curativos de alto desempenho
usando fibroina de seda devido a sua biocompatibilidade e efeitos cicatrizantes. A fibroina
apresenta baixa resposta inflamatéria quando em contato com o ferimento, enquanto que gases de
algodao, comumente utilizadas, podem causar inflamacao e inibir a cicatrizacdo. Curativos a base
de fibroina podem ser fabricados utilizando uma larga variedade de métodos de processamento e
formas do curativo, como filmes ou esponjas (Ki et al., 2009). Além disso, a fibroina possui boa
permeabilidade ao oxigénio e ao vapor d’dgua, compatibilidade sanguinea e acelera a formacao
de coldgeno e proliferacdo de fibroblastos (Kweon et al., 2008).

Nos ultimos anos, o alginato tem sido utilizado como material para a fabricacdo de
produtos para cicatrizacdo umida (moist healing) na forma géis, espumas e nao-tecidos fibrosos
que sao usados para cobrir os ferimentos. O alginato pode ser usado tanto na forma seca, com o
objetivo de absorver fluido da ferida, ou na forma de gel hidratado, fornecendo umidade ao
ferimento seco. Em ambos os casos, a intera¢do entre o curativo de alginato e a superficie do
ferimento cria um ambiente com umidade ideal para a cicatrizagdo, uma vez que em ambientes
umidos a migracdo de células epiteliais das extremidades da ferida para o seu centro € mais
rapida do que quando os ferimentos sao mantidos em um ambiente seco (Qin, 2008). J4 existem
curativos de alginato comercializado como o AlgiDERM® e o Sorbsan®, confeccionados a partir

de fibras de alginato de célcio esterilizadas (Rinaudo, 2006).
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Apesar do potencial de aplica¢do na regeneracdo da pele, membranas de fibroina de seda
e alginato juntos foram pouco estudadas na literatura, sendo que estes dois biopolimeros sdao

bastante promissores para aplicacdoes biomédicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matérias-primas

Foram utilizados casulos do bicho-da-seda da espécie Bombyx mori para o preparo da
solucdo de fibroina e obtenc¢do das blendas poliméricas. Para o preparo dos compodsitos foram
utilizados fios de fibroina tipo Gregia 20/22 6A. Foi utilizada uma meada de fios, sendo que cada
fio desta meada era composto por fios de 7 casulos, que sdo fervidos em dgua para remog¢ao da
sericina e tém suas pontas unidas e alinhadas. Tanto os casulos quanto os fios Gregia foram
gentilmente fornecidos pela Fiacdo de Seda Bratac (Bastos, SP).

O alginato de sédio utilizado na obtencdo das blendas foi da marca Vetec e a glicerina,

utilizada como plastificante, da marca Synth, com pureza minima de 99,5%.

4.2 Preparo das solucoes

Inicialmente foi necessario fazer a remocdo da sericina dos casulos do bicho-da-seda.
Cada 50 g de casulos foram lavados em 600 mL de solu¢do aquosa de Na,CO; 1 g/L, durante 30
min, em banho termostatizado, a temperatura de 85 °C. Este procedimento foi repetido trés vezes
e, ao final, os fios de fibroina obtidos foram lavados com 4gua destilada em abundancia. Os fios
foram secos a temperatura ambiente por 24 a 48 h (Li et al., 2002).

Os fios secos e livres de sericina foram moidos em moinho de rotor tipo ciclone (TE-
651/2, Tecnal) até fracdo passante na peneira mesh n° 10 (particula com 2 mm de didmetro) para
facilitar sua dissolucdo. Para cada 5 g de fios moidos foram adicionados 100 mL de solucao
terndria de cloreto de célcio, etanol e dgua (CaCl,:CH3;CH,OH:H,0 1:2:8 molar) e a suspensao
obtida foi mantida a 85 °C em banho termostatizado até dissolu¢do completa dos fios da seda por,
no maximo, 1 h e 30 min (Um et al., 2001).

A solucdo salina de fibroina a 5% foi dialisada em dgua destilada por 3 dias, a 10 °C, para
a remocgao do cdlcio presente na solucao. A dgua da didlise foi trocada a cada 24 h, na proporcao
volumétrica solucao de fibroina:dgua de 1:15 (Nogueira, 2005). Ao final da diélise obteve-se uma

solucdo a 2,5% m/v, que foi diluida em dgua destilada até a concentragdo final de 2%.
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O alginato de sddio foi dissolvido em NaOH 0,1 M a fim de se obter uma solucdo em
concentracdo de 2% m/v. A solugdo foi deixada em repouso por 4 dias e agitada no ultimo dia

para completa dissolucdo. A solugao obtida era homogénea e sem partes insoldveis (Paiva, 2009).

4.3 Preparo das blendas de fibroina de seda e alginato de sédio

Para o preparo das blendas foi primeiramente adicionada glicerina na solugao de alginato
a 2%. A mistura foi agitada em agitador magnético por aproximadamente 10 minutos, para
permitir a homogeneizagdo da glicerina no alginato. Apds, a solugdo de fibroina a 2% foi
lentamente adicionada a mistura de alginato com glicerina, em agitador magnético a 200 rpm, a
temperatura ambiente, por 15 minutos. A solubilizacdo das fases foi instantdnea, ndo havendo
dificuldade de homogeneizacdo. Para a obtencdo das membranas, 55 mL da blenda foram
vertidos em placa de poliestireno (d = 14 cm) e o solvente foi evaporado a temperatura ambiente.
Foram testadas diferentes propor¢des alginato:fibroina como 25:75, 50:50 e 75:25, em
massa, respectivamente. A membrana da blenda que apresentou melhores propriedades continha
25% de solugdo de fibroina e 75% de solucdo de alginato, mais a glicerina adicionada ao
alginato, sendo que todas as caracterizacdes apresentadas neste trabalho se referem a esta blenda.
Também foram feitas membranas dos componentes puros (55 mL de solu¢do 2% em
placas de poliestireno de 14 cm de diametro) para ser possivel uma comparacido entre estes € a
blenda, sendo que a membrana de alginato sempre continha a mesma quantidade mdéssica de
glicerina que a blenda. Isto foi feito para que as comparacdes fossem feitas entre: membrana de
fibroina, membrana de alginato + glicerina, denominada somente como ‘“alginato” e membrana
da blenda contendo 25% de fibroina e 75% de alginato + glicerina, denominada como “blenda”.
A quantidade de glicerina presente nas membranas de alginato e da blenda foi fixada em

uma relagdo 1:1 massa seca total de biopolimero:massa de glicerina PA.

4.3.1 Tratamento nas membranas

Apd6s um estudo mais detalhado das membranas obtidas verificou-se a necessidade de

tratamento para tornd-las menos soldveis em 4gua, ressaltando o fato de que a solucdo utilizada

deveria agir igualmente nos dois biopolimeros.
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Foram feitos testes utilizando trés diferentes solugdes, ja utilizadas no Laboratério de
Engenharia e Quimica de Produtos. Os tratamentos utilizados foram os seguintes:

- Etanol 70%, utilizado no tratamento de membranas de fibroina (Nogueira, 2005; Weska,
2009);

- CaCl, 5%, muito utilizado como agente reticulante do alginato de sédio (Zactiti, 2004;
Phisalaphong et al., 2008);

- H,SO4 0,1 M em etanol 50%. Esta solucdo foi adaptada por Paiva (2009) de outros
estudos que utilizaram acetona (Moon et al., 1999) e isopropanol (Huang et al., 2000; Huang et
al., 1999) ao invés do etanol, para reticular membranas multicamadas de alginato e quitosana.

Pedacos de aproximadamente 2 cm de didmetro das membranas de fibroina, alginato e da
blenda foram imersas em 100 mL das solucdes descritas acima por 24 horas e imersas em
100 mL de 4gua ultra pura por mais 24 h. Apds este tempo foi observado se a membrana
permanecia com sua estrutura integra ou se haviam pontos de solubilizagao.

No tratamento com H,SO4 0,1 M em etanol 50% observou-se perda de glicerina, sendo
desta forma adicionada a solugdo de tratamento a mesma quantidade de glicerina presente por
membrana. Desta maneira ocorreria uma menor transferéncia de massa de glicerina da membrana
para o meio, uma vez que o meio continha moléculas do plastificante.

Para confirmar se estaria ocorrendo perda de glicerina, as massas das membranas de
alginato, com ou sem glicerina, foram pesadas antes e apds o tratamento, sendo as membranas

secas a temperatura ambiente nas duas situagdes.

4.4 Preparo dos compoésitos

Foram preparados compdsitos utilizando fios de fibroina tipo Gregia 20/22 6A. Estes fios
foram cortados manualmente em pedacos de aproximadamente 1 cm e misturados com auxilio de
bastdo de vidro em solucdo de alginato de s6dio 2% dissolvido em NaOH 0,1 M, contendo
glicerina. A mistura foi espalhada em placas de poliestireno de 14 cm de diametro e o solvente
evaporado a temperatura ambiente. Apds seco, o composito foi tratado por imersdao em 150 mL
de solucdo de H,SO4 0,1 M em etanol 50% por 24 h para estabilizar a camada de alginato
presente no compodsito. Apds o tratamento, o compdsito foi lavado com &4gua ultra pura em

abundancia, até pH 6, e foi seco a temperatura ambiente. Para fins préticos, ndo foram testados
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outros tamanhos de fios. Foi variada somente a propor¢do destes fios no compdsito e avaliada sua
influéncia na intera¢do matriz-fibra e nas propriedades térmicas e mecanicas.

A quantidade de alginato foi fixada em 55 mL de solucdo 2 %, ou seja, 1,1 g de alginato
de s6dio em cada membrana de compésito. Nesta solucdo foram adicionadas 1,1 g de glicerina
PA. A massa de fios de fibroina foi variada em 20, 40 e 60 % em relacdo a massa de alginato em
cada membrana. Ndo foram testadas quantidades acima de 60 % de fios, pois nestas proporcoes o

volume de alginato € insuficiente para cobrir e unir os fios de fibroina.

4.5 Caracterizacoes

A Tabela 1 mostra as caracterizacdes realizadas nas blendas e nos compdsitos. A seguir

cada técnica de analise € descrita detalhadamente.

Tabela 1: Caracterizagdes realizadas nas membranas da blenda e dos compésitos.

Andlise Blenda Compdsito
MO X X
MEV X X
DRX X
FTIR X
Intumescimento em dgua X X
Permeabilidade ao vapor d’dgua X X
Angulo de contato X
Resisténcia a tragcdo X X
Resisténcia ao rasgo X
DSC X X
TGA X X
DMA X
Citotoxicidade indireta X X
Calcificacao quimicamente induzida X X
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4.5.1 Microscopia éptica (MO)

Apés secas, as membranas da blenda foram analisadas em microscopio 6ptico E-200
(Nikon), do Laboratério de Engenharia e Quimica de Produtos (DTF/FEQ) a fim de verificar a
ocorréncia de separacdo de fases macroscOpica na superficie das mesmas. Apds as membranas
terem sido obtidas por evaporagcdao do solvente, as mesmas foram cortadas em pedagos com
aproximadamente 1 cm de diametro, em regides que apresentavam separacdo de fases e entdo
analisadas no microscépio ptico.

A microscopia Optica também foi utilizada na observacdo da deposi¢cao de compostos de
calcio nos testes de calcificacdo quimicamente induzida. Foi utilizado filtro polarizador Kenko

para a verificacdo da birrefringéncia dos depositos.

4.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Esta técnica consiste na varredura da superficie da amostra através de um feixe de
elétrons e permite verificar a morfologia e superficie das membranas. Foi utilizado microscépio
eletronico de varredura da marca LEO 440i no Laboratério de Recursos Analiticos e Calibragdo
(FEQ/UNICAMP), com corrente de 50 pA e tensdo de 10 kV. Apds terem sido secas a
temperatura ambiente, as membranas de alginato, fibroina e da blenda foram congeladas com
nitrogénio liquido, fraturadas, liofilizadas por 24 h e recobertas com ouro para realizagao da
microscopia.

Também foram analisadas as superficies dos diferentes compdsitos, para observar a
incorporagdo dos fios de fibroina na matriz de alginato. Além disso, foi feito MEV dos
compositos apds terem sido fraturados em teste mecanico de tragdo, com o objetivo de verificar a

maneira como a fibra era arrancada da matriz quando tracionada.

4.5.3 Difracao de raios X (DRX)

A técnica consiste na incidéncia de um feixe de elétrons sobre a amostra e através da
identificacdo dos raios X emitidos € possivel determinar a composicdo da estrutura cristalina de

regides com até 1 pm de didmetro. Para a realizacdo das andlises de raios X foi utilizado o
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equipamento X’PERT PW3050 Philips, do Laboratério de Recursos Analiticos e Calibracao
(FEQ/UNICAMP), com radiagdo Cu-Ka, com comprimento de onda de 1,54 A. A taxa de
varredura utilizada foi de 0,6°/min, e 20 variando de 10 a 35°. Esta analise foi realizada somente
nas membranas da blenda, que foram analisadas apds tratamento para sua estabilizagao.

Os dados do difratograma podem ser correlacionados para calcular as distancias

interplanares médias entre as cadeias poliméricas, utilizando a Lei de Bragg (Equacao 1):
A=2-d-senf (1)

onde: A € o comprimento de onda do feixe de raios X, 1,54 A

d é a distancia interplanar (A)
4.5.4 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

Através deste método pode-se verificar a composi¢ao quimica das amostras. As moléculas
sao identificadas pela comparacdo dos valores de energia de radiacdo infravermelha absorvida,
uma vez que cada molécula possui um espectro de vibragdo caracteristico. Além disso, para o
caso da fibroina, a localizacdo das bandas de amida permite identificar a conformacdao da
estrutura secunddria da mesma. Foi utilizado o equipamento MB 102, da Bomem, do Laboratério
de Infravermelho do Instituto de Quimica (UNICAMP), com acessorio de reflexdo total atenuada
(ATR) com cristal de ZnSe, na faixa de 650 a 4000 cm’!. Através do uso do acessério ATR
buscou-se dados da superficie da membrana, como bandas de absor¢do que indicassem a

interagdo entre os materiais estudados.

4.5.5 Intumescimento em agua

As membranas da blenda e dos compdsitos foram cortadas em pedacos de 2,5 cm de
diametro e mantidas em ambiente com umidade relativa de 50% por 48 h, tempo necessario para

atingir o equilibrio. Sua espessura foi medida imediatamente antes da realizacdo do teste em

micrometro digital (MDC-25S, Mitutoyo), com precisdo de 0,001 mm.
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As amostras foram entdo pesadas (m;), imersas em 100 mL de dgua destilada e pesadas
em periodos pré-determinados de tempo até o equilibrio (m¢). Foram montadas as curvas
cinéticas de intumescimento das amostras e verificado o grau de intumescimento final das
membranas. A espessura das membranas apds o teste de intumescimento também foi medida.

O grau de intumescimento foi determinado em funcio da massa inicial e final da amostra

pela Equacdo 2:

m, —m, (2)
Gl :u.loo%
m.

1

onde: GI € o grau de intumescimento.
my¢ € a massa final imida (g)

m; € a massa inicial seca (g)
4.5.6 Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’4gua foi determinada de acordo com ASTM E 96/E 96M
(2005). Foi utilizado aparato disponivel no Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos
em Biorecursos (LEPPBio) (FEQ/UNICAMP). Este aparato consiste em um recipiente de acrilico
de 500 mL (célula 1), hermeticamente fechado, no interior do qual é colocada uma outra célula
de acrilico (célula 2), com volume interno de 30 mL e abertura de 15,20 cm? (drea de permeacao),
na qual é fixada a membrana a ser permeada. No interior da célula 1 é colocada solucao saturada
de NaCl, a fim de manter o ambiente com umidade relativa de 75%, e no interior da célula 2 €
colocado cloreto de célcio anidro granulado, material dessecante. A célula 2 foi pesada a cada 12
h por 5 dias, sendo o aparato acondicionado a temperatura ambiente. O aumento de massa da
célula 2 com o tempo corresponde a taxa de permeabilidade da membrana ao vapor d’4gua.
Previamente a realizacdo do teste as membranas foram acondicionadas por 48 h em ambiente
com 50% de umidade relativa. Ao final do teste foi medida a espessura das membranas em
micrometro digital (MDC-25S, Mitutoyo), com precisdo de 0,001 mm.

Os dados de ganho de massa com o tempo foram ajustados a uma reta, sendo o coeficiente

linear desta reta a taxa de variacdo de massa do sistema. As Equacdes 3 e 4 apresentam o célculo
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para a transmissdo de vapor d’4dgua e a permeabilidade ao vapor d’dgua das membranas,

respectivamente.

G 3)
a0

A

G/ ). “4)
PVA = (% ) ‘

A-Ap

onde: TVA € o coeficiente de transmissdo do vapor d’agua (g/m2.dia)
PVA é o coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua (g.mm/m?.dia.kPa)
G/t é a taxa de variacdo de massa do sistema (g/dia)
e € a espessura da membrana (mm)
A € a drea permeada da membrana (m?)

Ap é a diferenca de pressao parcial do vapor d’dgua dos lados da membrana (kPa)

4.5.7 Angulo de contato

Quando um liquido € colocado sobre uma superficie sélida pode ocorrer o seu
espalhamento na superficie ou ele ird formar uma gota esférica. O angulo formado mostra o grau
de interacdo entre os dois materiais, indicando a molhabilidade da superficie. O critério para a
molhabilidade implica em que o angulo de contato (8) seja menor que 90° (Levy Neto e Pardini,
2006). Para o caso de biomateriais, o angulo de contato fornece uma previsdao da afinidade das
células pela superficie, uma vez que as células preferem ancorar em superficies hidrofilicas, ou
seja, com menor angulo de contato.

As medidas de angulo de contato foram realizadas em gonidometro da marca Tantec, do
Laboratério de Fluidodinamica e Secagem (LFS) (FEQ/UNICAMP). Foi utilizada dgua destilada
como liquido para formagdo da gota e as medidas foram realizadas a temperatura de 25 °C e
umidade relativa de 50%. A leitura do angulo de contato entre a gota d’dgua e a superficie das

membranas foi realizada 15 segundos apds a deposi¢ao da gota. Foram realizadas, no minimo,
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dez medidas do angulo de contato para cada membrana, sendo analisadas as membranas de

fibroina, blenda e alginato.
4.5.8 Ensaios mecanicos

Foram feitos testes mecénicos de resisténcia a tracdo (ASTM D882-02) e resisténcia a
propagacdo do rasgo (ASTM D1938-08) em texturdmetro TA.XT2 (Stable Microsystems SMD)
com célula de carga de 50 kg, do Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em
Biorecursos (LEPPBio/FEQ/UNICAMP). Para ambos os testes, as membranas tratadas e secas a
temperatura ambiente foram cortadas com dimensdes de 7 x 2,5 cm? e colocadas por 48 h em
dessecador contendo solucdo saturada de nitrato de magnésio, a fim de manter o ambiente com

50% de umidade relativa, conforme determinado pelas normas citadas acima.
4.5.8.1 Resisténcia a tracao

Para a realizacdo do teste de resisténcia a trag¢ao, a distancia entre as garras foi de 50 mm
e a velocidade de realizacdo do teste de 10 mm/s. O ensaio foi realizado em 8 amostras de cada
tipo de membrana e sua média calculada. A espessura das membranas foi medida previamente a
realizacdo do teste utilizando micrometro digital (MDC-25S, Mitutoyo).

A tensdo de ruptura e o percentual de alongamento das membranas foram calculados de
acordo com as Equagdes 5 e 6:

F_F (5)
e-L. e-25

. F
Tensdo ruptura = Z =

9% Alongamento = i 100 = i 100 (6)
H 50

onde: F € a forca na ruptura (N)
e € a espessura média da amostra (mm)
L € a largura da amostra (mm)
d € a distancia percorrida pelas garras (mm)

H € a altura da amostra entre as garras (mm)
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4.5.8.2 Resisténcia a propagacio do rasgo

Para o teste de resisténcia a propagacdo do rasgo, as membranas dos compodsitos foram
cortadas conforme mostrado na Figura 7. Cada ponta do compésito foi fixada em uma garra e
quando iniciado o teste a garra superior era levantada, rasgando a membrana por toda sua
extensdo. A distancia entre as garras foi de 50 mm e a velocidade de realizacdo do teste de
4,16 mm/s (250 mm/min).

Para cada tipo de membrana foram feitas 8 replicatas, a fim de garantir a confiabilidade
dos resultados. O resultado é expresso como a média das forcas necessdrias para rasgar a

membrana em toda a sua extensao.

5,0 cm
7.5 cm

2,5 cm

Figura 7: Representacdo esquematica e fotografias das amostras utilizadas para o teste de propagacio do

rasgo.
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4.5.9 Analises térmicas

4.5.9.1 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

O DSC mede a taxa de calor transferido em funcdo da temperatura, e os picos fornecidos
podem ser associados com as transi¢does ocorridas na amostra. Com esta técnica pode-se obter
informacdes sobre mudancas fisicas, quimicas ou de capacidade calorifica. Foi utilizado o
equipamento DSC-50 da marca Shimadzu, do Laboratério de Calibracio e Planta Piloto
(DTF/FEQ/UNICAMP). Inicialmente foi realizado aquecimento da amostra até 150 °C, a uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min. A amostra foi mantida a esta temperatura por 10 min e entdao
foi resfriada até atingir a temperatura ambiente. Este primeiro aquecimento foi feito para apagar o
histérico térmico da amostra. Foi entdo realizado o segundo aquecimento, desde a temperatura
ambiente até 500 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min. Somente os dados do segundo
aquecimento foram considerados na andlise do grafico.

As amostras analisadas por DSC foram secas por evaporagdo do solvente a temperatura
ambiente (ca. 25 °C) e armazenadas em condi¢cdes ambiente até a realizacdo da andlise, sendo

previamente realizada a estabilizacao das membranas.

4.5.9.2 Termogravimetria (TGA)

A termogravimetria permite medir a variacdo da massa em func¢do da temperatura e,
assim, verificar o comportamento e estabilidade das membranas. As membranas analisadas foram
secas a temperatura ambiente, apds tratamento em H,SO4 0,1 M em etanol 50%. Foi utilizado o
termogravimetro TGA-50 Shimadzu, do Laboratério de Calibracio e Planta Piloto
(DTF/FEQ/UNICAMP), com faixa de temperatura de 25 a 600 °C, a uma taxa de aquecimento de

10 °C/min e vazao de nitrogénio de 50 mL/min.

4.5.9.3 Analise dinAmico-mecanica (DMA)

Foi realizada a andlise dinamico-mecanica das membranas dos componentes puros e da

blenda para verificar a miscibilidade entre os biopolimeros, caracterizada pela presenca de uma
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Unica temperatura de transi¢do vitrea (T,). Esta andlise permite obter informagdes sobre
separacdo de fases entre os componentes em escala nanométrica.

Foi utilizado analisador dinidmico-mecanico 2980, da TA Instruments, do Laboratdrio de
Andlises Térmicas (DTP/FEQ/UNICAMP). As membranas foram cortadas em pedagos de 10 mm
de largura e 30 mm de altura. Foi feita a medida da espessura de cada amostra utilizando
micrometro digital (MDC-25S, Mitutoyo).

A andlise foi realizada em ambiente controlado com 55% de umidade relativa e a 23°C.
Inicialmente, a amostra foi resfriada com nitrogénio liquido até -65 °C e mantida a esta
temperatura por 5 minutos, para estabilizacdo do material. A amostra foi entdo aquecida até
250°C, a uma velocidade de aquecimento de 2 °C/min. Utilizou-se for¢a de 0,5 N, frequéncia de 1

Hz e amplitude de 5 pm.

4.5.10 Citotoxicidade indireta

O teste de citotoxicidade € realizado para a pré-selecio de materiais que futuramente
poderdo ser submetidos a ensaios in vivo. Este teste prevé a compatibilidade das amostras com
células especificas. O teste foi realizado por colaboradores do Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares (IPEN/CNEN-SP).

Para a avaliagdo da citotoxicidade das blendas e dos compositos desenvolvidos neste
trabalho foi seguida a norma ISO - 10993-5 (2009). As células utilizadas para realizacdo do teste
foram células de ovario de Hamster chinés (CHO-k1), mantidas em cultura com meio RPMI 1640
(Gibco) suplementado com antibidtico e antimicotico (penicilina 100 unidades/mL,
estreptomicina 100 pg/mL e anfotericina 0,025 pg/mL, todos da marca Gibco), 2 mM de
glutamina (Gibco) e 10% de soro fetal bovino (Cultilab) em incubadora timida a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO,, até atingirem a subconfluéncia (aproximadamente 90% de utiliza¢do da
area de cultura) na placa de cultura (Corning) de onde foram descoladas pela acdo da solucdo de
tripsina 0,05%/EDTA 0,02% (Sigma) em solu¢do tampao fosfato pH 7.4.

As membranas foram esterilizadas por exposicao a lampada ultra violeta do fluxo laminar,
da Germ-Free classe II, por 30 minutos de cada lado da membrana. Em cada membrana foi
adicionado meio de cultura RPMI 1640 na proporcdo de 1 cm*mL, sendo o conjunto mantido a

37 °C por 48 horas em banho termostatizado com agitacdo constante. Os extratos foram entao
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diluidos de 100 a 6,25 % (v/v) em meio de cultura RPMI 1640 para realizacdo do teste de
viabilidade celular. Como controle negativo foi preparado um extrato de polietileno de alta
densidade (PEAD); e como controle positivo, foi preparado uma solu¢do de fenol a 0,5% v/v de
meio de cultura.

Para verificar a viabilidade das células, foram colocados 50 puL do extrato em suas
diluicdes e 50 uL da suspensdo de CHO-k1 com 3000 células em cada pog¢o de uma placa de
cultura de 96 pocos. A placa foi mantida por 72 horas em incubadora imida com 5% de CO, a 37
°C. A viabilidade celular foi determinada pela adi¢io de 20 uL de solu¢do de MTS (corante
supravital de composto tetrazdlico, da marca Promega)/PMS (agente acoplador de elétrons, da
Sigma), na propor¢do de 20:1 e incubag@o por 2 horas. Apds este periodo, as placas foram
analisadas em espectrofotometro ELISA a 490 nm. A viabilidade celular foi determinada pela
Equacao 7.

(7)

DOamostra

VC (%) = [
DOcontrole

j -100%
onde: VC € a viabilidade celular (%)

DOamostra € a densidade Optica da amostra

DOcontrole € a densidade 6ptica do controle

O Indice de Citotoxicidade - ICsy, concentragio do extrato que mata 50% da populagio de

células, foi determinado graficamente.

4.5.11 Calcificacao quimicamente induzida

Os ensaios de calcificagdo quimicamente induzida foram realizados de acordo com o
método proposto por Aimoli (2007). Foi feita a deposi¢do quimica de compostos de calcio sobre
as membranas através da utilizac@o de sais que naturalmente depositam célcio.

Esta anélise foi realizada de maneira a verificar a influéncia da membrana na deposi¢ao

do célcio, através de um método simples e rdpido, uma vez que ensaios em fluido corpéreo
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simulado (simulated body fluid — SBF) s@o mais demorados e trabalhosos. O objetivo foi verificar
a tendéncia ou ndo destas membranas calcificarem.

As membranas de fibroina, alginato e da blenda foram cortadas em pedagos de 2 cm x 2
cm e imersas em 50 mL de solugao de CaCl, 2 M por 15 minutos, a fim de saturar as membranas
com fons célcio. O excesso de CaCl, foi cuidadosamente retirado das membranas por lavagem
em 50 mL de dgua ultra pura e estas foram imediatamente imersas em 50 mL de solucdo de
Na,CO; 2 M, K,HPO4 2 M ou NaHCO3; 2 M por 20 minutos. As membranas ainda imidas foram
entdo analisadas em microscopio Optico para verificar a morfologia dos depdsitos obtidos.

Além disso, as membranas da blenda e do compdsito com 40% de fios foram imersas em
solucdo SBF, por 12 horas, para verificar sua estabilidade nesta solu¢do. A solucdo continha a
concentracdo de sais 1,5 vezes maior do que o SBF padrao a fim de acelerar o processo de
calcificagdo (Tabela 2) (Kokubo e Takadama, 2006).

O teste de calcificacdo quimicamente induzida foi realizado em condi¢des ambiente, com

temperatura de aproximadamente 25°C.

Tabela 2: Quantidades das solucdes salinas, Tris e HCI utilizados no preparo do SBF 1,5x.

Reagente Quantidade

NaCl 12,0525 ¢
NaHCO; 0,5325 ¢
KCl 0,3375 ¢

K>HPO, anidro 0,264 g
MgCl,.6H,0O 0,466 g

HCI IM 39 mL
CaCL2H,0  0579¢g
Na,SO4 0,108 g
TRIS 6,118 ¢
HCI IM 0-5mL
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S RESULTADOS

5.1 Blendas de fibroina e alginato de soédio

Foram testadas diversas formulagdes para as blendas até serem obtidas membranas
adequadas mecanicamente (manusedveis) e sem separacdo macroscopica de fases. A Tabela 3
mostra um resumo das membranas de blendas obtidas em testes preliminares e suas
caracteristicas.

Verifica-se através das observacdes mostradas na Tabela 3 que as blendas confeccionadas
com alginato de sédio dissolvido em &4gua apresentaram dificuldade de homogeneizacdo (a
fibroina formava uma pelicula sobre a camada de alginato) e formagdo de fibrilas em todas as
proporg¢des testadas. Quando utilizado o alginato de sédio dissolvido em NaOH era visivel a boa
interacdo entre os biopolimeros. Isto ocorre porque em valores de pH basicos, as interagdes
fibroina-fibroina sdo enfraquecidas, havendo predominincia de conformacdo seda I, com sitios
ativos mais expostos (Du et al., 2009), o que favorece sua interacdo com as moléculas do
alginato. Quando utilizado o alginato dissolvido em 4gua, a mistura fibroina-alginato apresenta
valor de pH que favorece a interagdo fibroina-fibroina, com isso, a interagdo fibroina-alginato é
prejudicada, fato confirmado pela dificuldade de mistura observada nos experimentos e pela
formacao de fibrilas de fibroina devido a elevada interacao entre suas moléculas.

A influéncia do pH na interagcdo entre as moléculas de fibroina pode ser confirmada pelo
fato de que, baixando o pH de uma solu¢do aquosa de fibroina (pH = 7) a solu¢do comeca a ficar
gradualmente mais viscosa e turva, até atingir o ponto em que a interagcdo fibroina-fibroina é tao
forte que a solucao gelifica (pH = 5) (Kim et al., 2004). Neste estdgio tem-se uma estrutura

solida, com predominancia de conformacao estavel (seda II).
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Tabela 3: Resumo dos testes preliminares de formagao da blenda, com proporg¢do alginato:fibroina de 25:75, 50:50 e 75:25.

Blendas

Propriedades observadas

Fibroina com alginato de sddio dissolvido em H,O —
formacdo da blenda sob agitacdo de 800 rpm

Fibroina com alginato de sédio dissolvido em H,O —
formacdo da blenda sob agitacdo de 200 rpm

Fibroina com alginato de sédio dissolvido em H,O com
glicerina como plastificante (200 rpm)

Fibroina com alginato de sédio dissolvido em NaOH
(200 rpm)

Fibroina com alginato de sédio dissolvido em NaOH

com glicerina como plastificante (200 rpm)

Gelificagdo da solucdo de fibroina devido a alta taxa de cisalhamento
(Matsumoto et al., 2008)

Dificuldade de homogeneizacdo, membrana quebradi¢ca e formacdo de
fibrilas em todas as proporcdes testadas

Dificuldade de homogeneizagdao, aumento da formacgdo de fibrilas (Figura
8)

Membranas muito quebradicas, de dificil manuseio e com formagao de
fibrilas

Em propor¢des de fibroina acima de 50% foi observada formacdo de
fibrilas.

Membrana com 25% de fibroina apresentou melhores propriedades e foi

escolhida para demais andlises no decorrer do trabalho
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Figura 8: Micrografia dptica de luz transmitida da blenda alginato:fibroina 75:25 com alginato dissolvido

em agua, obtido em testes preliminares. Ampliacdo de 40 vezes.

As membranas confeccionadas com o alginato dissolvido em NaOH, mostraram-se
bastante quebradicas, com baixa resisténcia mecanica, rompendo até mesmo no manuseio. Além
disso, quando utilizada quantidade de fibroina acima de 50% era observada a formagao de fibrilas
devido a separacdo de fases, muito semelhante as obtidas nas membranas das blendas com
alginato dissolvido em dgua destilada.

Desta maneira, a adicdo de glicerina nas membranas é fundamental para a obtengdo de
membranas possiveis de serem manuseadas. Porém, em conteido de fibroina acima de 50%
também foi observada separacdo macroscépica de fases nas membranas da blenda, semelhante ao
observado na Figura 8.

A membrana alginato:fibroina 75:25 com glicerina era homogénea, sem indicios de
separacdo de fases e maledvel (Figura 9). Portanto, esta blenda foi escolhida para o estudo e

realizacdo de todas as analises apresentadas neste trabalho.

Figura 9: Fotografia da membrana da blenda alginato:fibroina 75:25, com glicerina, estudada neste

trabalho.
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E importante ressaltar que nio hd na literatura qualquer relato a respeito de blendas
semelhantes a esta. As blendas de alginato e fibroina relatadas na literatura utilizam alginato
dissolvido em 4gua e em todas as proporcdes observa-se separa¢do macroscopica de fases (Lee et

al., 2004a). Esta blenda €, portanto, inédita na literatura.

5.1.1 Tratamento nas membranas

Verificou-se que as membranas de alginato, de fibroina e da blenda eram solubilizadas
quando imersas em dgua. A fim de tornar estas membranas mais estdveis foi feito um estudo para
verificar qual o melhor tratamento a ser utilizado, sendo que o tratamento deveria estabilizar tanto
a fibroina quanto o alginato.

A Tabela 4 apresenta os resultados do teste de estabilizacdo das membranas, apds 24

horas de imersdo em dgua ultra pura.

Tabela 4: Resultados dos testes de estabilizagdo das membranas.

Solugdo de tratamento

Membrana Etanol 70% H,SO4 0,1 M em etanol 50% CaCl, 5%
Fibroina Integra Integra Integra
Alginato Soluvel Integra Integra
Blenda Parcialmente soluvel Integra Parcialmente soluvel

Portanto, apds os testes realizados, verificou-se que o H;SO4 0,1 M em etanol 50% foi o
melhor tratamento, estabilizando todas as membranas testadas. Este tratamento foi escolhido
como padrdo para as membranas utilizadas no decorrer deste trabalho.

A solucdo de etanol 70% mostrou-se adequada para o tratamento das membranas de
fibroina e da blenda, porém nao foi capaz de estabilizar a membrana de alginato, que necessita da
presenca de fons para sua reticulacdo. J4 a solu¢do de cloreto de cdlcio estabilizou tanto a
membrana de fibroina quanto a membrana de alginato, porém a membrana da blenda mostrou-se
solivel. Isto deve ter ocorrido devido a alguma competicio dos ions cdlcio para reticular o
alginato e desta maneira, as possiveis ligacdes da blenda entre a fibroina e o alginato foram

enfraquecidas, desestabilizando sua estrutura e permitindo a solubilizacdo da membrana.
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Nao se sabe ao certo qual o mecanismo de atuacdo do H,SO4 na presenca de solventes
organicos na estabilizacdo de membranas de alginato, entretanto sabe-se que na presenca de dcido
sulfurico o alginato € convertido em 4cido alginico livre, insolivel em dgua (Moon et al., 1999).
A presenca de solventes organicos, como o etanol, o isopropanol e a acetona, € fundamental para
que a reagdo ocorra apesar de sua atuacdo ser desconhecida. Sabe-se que ndo ocorre reagdo de
reticulacdo entre a membrana de alginato de sddio e a solucdo de dcido sulftrico, apesar da
membrana de alginato ser insolubilizada e sua estabilidade mecanica ser melhorada (Huang et al.,
1999). A reticulacdo das membranas de alginato ocorre quando o mesmo entra em contato com
ions multivalentes, como o Ca2+, sendo esta reticulag@o idnica.

Como ndo existe na literatura um mecanismo que explique a reducdo da solubilidade do
alginato devido ao tratamento com &cido sulftirico, sdo propostos neste trabalho alguns possiveis
mecanismos de atuacdo do dcido sulfiirico nas membranas de alginato.

Um possivel mecanismo de reducio de solubilidade do alginato ocorreria pela formagao
de ligacOes 10nicas devido a interacdo entre os elétrons livres do sédio presente na carboxila do
alginato com os elétrons livres do enxofre presente no 4cido sulftrico.

Um outro mecanismo de diminuicao de solubilidade do alginato poderia ocorrer devido a
saturacdo do meio com fons H, decorrentes do 4cido sulftrico. Devido ao excesso de H;"O ndo
ha suficientes moléculas de H,O capazes de funcionarem como receptoras em pontes de H com o
alginato, deixando de haver a solvatacdo e consequente solubiliza¢do do alginato (Farfan, 1994).
Em outras palavras, ocorre competicao entre o acido sulfirico e as carboxilas do alginato pela
dgua, diminuindo a solubilidade do alginato.

Ja a fibroina pode ter sua estrutura estabilizada na presenca de solventes organicos, sendo
os mais comumente utilizados o metanol e o etanol. Na presenca destes solventes, a fibroina, que
estd em uma conformagdo aleatdria do tipo seda I, € induzida para uma conformacao estavel, tipo
seda II, devido a desidratacdo de suas cadeias (Nam e Park, 2001). Portanto, o etanol age de
maneira a mudar a conformacao estrutural da fibroina para uma forma mais estavel, sem mudar a
sua configuracao molecular. Acredita-se que para o caso da blenda de fibroina e alginato obtida
neste trabalho, o acido sulftrico ndo tenha influéncia sobre a molécula de fibroina, sendo sua
estabilizacdo causada apenas pela atuacao do etanol presente na solugdo de tratamento.

Inicialmente foi utilizado um tempo de tratamento das membranas de 2 h, sendo este

tempo suficiente para estabilizar a membrana da blenda. Porém, verificou-se que, as membranas
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de alginato puro, quando imersas em dgua por periodos mais elevados comecavam a dissolver em

algumas partes, mostrando que o tratamento ndo havia sido suficiente (Figura 10).

Figura 10: Fotografia da membrana de alginato tratada com H,SO, em etanol 50%, por 2 h, apds imersao

em 4gua.

O interessante € que isto acontece somente com a membrana de alginato puro. A
membrana da blenda mostra-se bem mais estdvel quando imersa em 4gua, nao sendo dissolvida.
Acredita-se, portanto, que haja uma interacdo entre a fibroina e o alginato na blenda, sendo esta
interacdo capaz de dar uma maior estabilidade ao alginato, fazendo com que sua solubilizagcdo
seja menor.

A fim de que fosse estabelecido o equilibrio na estabilizacdo das membranas, sem que
fatores cinéticos pudessem interferir nos resultados, optou-se por tratar todas as membranas por
24 h, tempo suficiente para total estabiliza¢do do alginato.

Verificou-se uma mudanca muito grande nas propriedades mecanicas das membranas
secas antes e apds o tratamento em H,SO4 0,1 M em etanol 50%. As membranas antes do
tratamento mostraram-se muito flexiveis e eldsticas, podendo ser bastante esticadas sem romper.
Apoés o tratamento, as mesmas membranas mostraram-se mais rigidas e menos eldsticas, era
necessario aplicar uma forca muito grande para romper a amostra e ela nao sofria qualquer
deformacao visivel antes deste rompimento.

Este comportamento diferente entre as membranas antes e apds o tratamento foi atribuido,

< .

além da formagdo de uma membrana mais cristalina, a migracdo da glicerina da matriz da
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membrana para a solucdo de tratamento, uma vez que a glicerina € a responsdvel pelas
propriedades de elasticidade apresentadas pelas membranas.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na andlise de perda de massa das membranas de
alginato antes e apds tratamento em 4cido sulfirico. Na membrana de alginato puro foi feito
tratamento em H,SO4 0,1M em etanol 50%, por 24 h, ji para a membrana de alginato com
glicerina, foi adicionado a solucdo de tratamento, 2 g de glicerina, a fim de minimizar as perdas

de glicerina para a solucao.

Tabela 5: Perda de massa das membranas de alginato apds tratamento e lavagem.

Massa perdida, g Perda %
(média + desvio médio)
Alginato 0,77 £ 0,01 48,77 £ 1,86
Alginato + glicerina 2,16 £ 0,04 71,82 + 1,08

Verifica-se que houve uma elevada perda em massa nas membranas de alginato apds
tratamento em H»SO4. Tem-se um aumento de mais de 20% de perda quando utilizada glicerina
na composicdo da membrana. Com isto, pode ser afirmado que praticamente toda a glicerina
adicionada na membrana é perdida para a solucdo de tratamento, o que influencia diretamente as
propriedades mecanicas das membranas apds sua estabiliza¢do. Porém, a adicdo de glicerina é
fundamental para que haja a formacdo de uma membrana manusedvel. As membranas
confeccionadas sem a adi¢do de glicerina acabam rachando durante a evaporagdo do solvente, sao

extremamente quebradicgas e dificeis de manusear.
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5.1.2 Caracterizacoes das blendas

5.1.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A Figura 11 apresenta as micrografias obtidas por MEV para as membranas de fibroina,

blenda e alginato.

n

Figura 11: Micrografias eletronicas de varredura da superficie (a) e da superficie de fratura (b) das

membranas da blenda (1), fibroina pura (2) e alginato puro (3).
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As membranas dos componentes puros (fibroina e alginato) apresentaram morfologia
tipica de membranas densas poliméricas, com fratura densa e homogénea. As irregularidades
apresentadas na superficie da membrana de alginato devem-se a remog¢do dos cristais formados
na superficie da membrana devido ao NaOH utilizado na solu¢do de alginato.

Foi observado que a blenda apresentou a formacgdo de estruturas globulares em toda sua
superficie e também no interior da membrana. Estas estruturas apresentaram formato esférico
bastante regular, com tamanho variando de 10 a 1 um de didmetro, aproximadamente.

Este tipo de formagdo € bastante peculiar e teve-se o interesse em verificar se estes
glébulos caracterizavam uma separagdo de fases. A maneira encontrada para solucionar esta
questdo foi imergir a membrana da blenda em uma solugdo que solubilizasse apenas uma das
fases, ou o alginato, ou a fibroina. Como a fibroina estd presente na blenda em menor quantidade
(25%) optou-se por fazer a imersdo da blenda na solucdo terndria (CaCl,:CH3;CH,OH:H,0)
utilizada para dissolver os fios de fibroina, nas mesmas condi¢des experimentais. Apds o periodo
de 1 h e 30 minutos (tempo utilizado na dissolug@o dos fios de fibroina), a membrana foi retirada
da solucdo terndria integra, porém um pouco esbranquicada. A membrana foi cuidadosamente
lavada em 4gua destilada, congelada com N, liquido, liofilizada e sua morfologia foi novamente

verificada pelo MEV, conforme Figura 12.

Figura 12: Micrografias eletronicas de varredura da superficie (a) e da superficie de fratura (b) da

membrana da blenda apds extragdo da fibroina.
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Verifica-se que os globulos presentes na blenda foram removidos da membrana em toda
sua extensdo indicando, portanto, que estes seriam constituidos predominantemente de fibroina.
A solucdo terndria foi capaz de penetrar na membrana, dissolvendo inclusive os glébulos em seu
interior, verificados pela micrografia da fratura. Porém na micrografia da fratura (Figura 12b) foi
verificada a presenga de um residuo de formato bastante peculiar no interior dos glébulos. Foram
utilizadas para a remog¢ado dos globulos de fibroina exatamente as mesmas condicdes utilizadas na
dissolugdo dos fios de fibroina, que apds 1 h e 30 minutos mostram-se completamente soldveis.
Acredita-se, assim, que a maior parte da fibroina presente na membrana da blenda tenha sido
removida neste processo, portanto o residuo apresentado no interior dos glébulos poderia ser
majoritariamente de alginato. Isto indicaria que os dois dominios observados sdo provenientes de
separacdo de fases e, desta maneira, haveria uma fase rica em alginato e uma fase rica em
fibroina.

O mesmo procedimento de extracdo dos glébulos foi realizado na membrana da blenda
sem glicerina, para verificar se as pequenas irregularidades apresentadas na membrana da blenda
apds a extracdo da fibroina teriam sido ocasionadas pela lixiviacdo da glicerina presente na

membrana. A micrografia obtida é mostrada na Figura 13.

Figura 13: Micrografia eletronica de varredura da superficie da membrana da blenda sem glicerina, apés
extracdo da fibroina.

A partir da Figura 13 podemos concluir que os glébulos de fibroina também foram
removidos da membrana da blenda sem glicerina, porém observa-se a presenga de uma superficie
lisa. Isto nos indica que na membrana da blenda com glicerina ocorre a lixiviagdo da glicerina,

caracterizada pela presenca de irregularidades na superficie da membrana.
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A Figura 14 mostra uma representacdo esquematica do processo de obten¢do da blenda e

extragdo dos glébulos.
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Figura 14: Representacdo esquematica do processo de obtencdo da blenda e extracio dos glébulos de

fibroina.

Os glébulos auto-organizados de fibroina apresentados na blenda sdo estruturas muito
interessantes e podem ser utilizadas quando se deseja a formac@o de uma estrutura sofisticada,
com microdominios de outro material. Além disso, acredita-se que variando-se as proporcdes de
fibroina e alginato pode-se controlar a formagdo dos glébulos, que podem ser usados na criagdao
de padrdes para deposi¢do controlada de células e também em biomateriais quimicamente

funcionalizados.
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Alguns autores encontraram estruturas de glébulos de fibroina semelhantes as observadas
neste trabalho em blendas com 6xido de polietileno (Jin et al., 2004) e com carboximetilquitina
(Wongpanit et al., 2007), porém a fibroina era o principal constituinte de tais blendas. Com isso,
os autores solubilizaram o segundo componente da blenda (PEO ou carboximetilquitina), ambos
soliveis em dgua e facilmente extraidos da blenda. Como resultado os autores obtinham somente
dos glébulos de fibroina, constituidos por micelas, com tamanhos variando de 15 a 0,8 um

(Figura 15).

Micela de fibroina
I EBlocos hidrofobicos 100-200 nm

%% Blocos hidrofilicos 0.8-15pum

Globulo de fibroina

Figura 15: Modelo para o dobramento da cadeia de fibroina, formagao das micelas e formagao dos

glébulos de fibroina. Adaptado de: Jin e Kaplan, 2003.

A organizacgdo das micelas estaria baseada na estrutura hidrofilica-hidrofébica da fibroina,
com pequenos blocos hidrofilicos presentes no interior da micela para promover sua solubilidade
em dgua e grandes terminais hidrofilicos em contato com o meio aquoso. Os blocos hidrofilicos
localizados entre os blocos hidrofébicos sdo fundamentais para que ndo haja a formacdo
prematura de estrutura 3 (formacdo de gel), mantendo desta maneira a solubilidade da fibroina
em solucdo aquosa (Chen et al., 2008).

Em um outro estudo bastante complexo, Jin e Kaplan (2003) estudaram a formagdo das

micelas de fibrofna e verificaram que este tipo de formagdo ocorre devido as interagdes entre os
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blocos hidrofilicos e hidrofébicos da fibroina. A adi¢cdo de um polimero hidrofilico, como € o
caso do PEO e também da sericina, relatados no estudo, causa alteracdes nos estdgios finais do
processo de formagao dos glébulos, acelerando sua organizagdo em estrutura seda I (amorfo). A
formacdo dos glébulos se daria pelo aumento da concentracdo de fibroina e diminui¢do do
conteddo de 4gua, seguido pela interacdo entre os dominios hidrofébicos das micelas e nos
estdgios finais da formacdo dos glébulos a presenca de um componente hidrofilico (sericina ou
PEO) seria fundamental para que estes glébulos fossem formados com predominancia de
conformagdo seda I, amorfa. Os autores afirmaram que esta estrutura globular estd presente
naturalmente no fio da seda e sua formacdo se deve a presenca da sericina. De maneira a
mimetizar a formagdo do fio da seda, os autores adicionaram a fibroina solu¢do de PEO, também
hidrofilico, e conseguiram obter um material com estrutura morfolégica semelhante as fibras de
seda nativas, além de desvendar o mecanismo pelo qual ocorre a formagdo destes glébulos de
fibroina.

De maneira similar, o alginato age nos estdgios finais da formagdo dos glébulos de
fibroina induzindo a formacgdo destes globulos com predominancia de seda I, o que indicaria
também uma interacdo entre os dominios hidrofilicos do alginato e da fibroina, fato confirmado a
seguir na discussdo da difracao de raios X.

Os glébulos obtidos neste trabalho apresentaram-se mais uniformes e com forma mais
esférica do que os glébulos apresentados nas blendas com PEO e com carboximetilquitina. Além
disso, ndo existe qualquer relato na literatura de estudos que tenham feito a extracdo destes
glébulos da membrana e, consequentemente, a estrutura residual apresentada no interior dos
glébulos € inédita, o que abre diversas possibilidades no estudo de materiais estruturados e auto-

organizados.

5.1.2.2 Difracao de raios X (DRX)

A Figura 16 apresenta o difratograma das membranas de fibroina, blenda e alginato, apés

tratamento por 24 horas em solu¢do de 4cido sulftrico e etanol.
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Intensidade
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(b)
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Figura 16: Difratogramas de raios X para as membranas de fibroina (a), blenda (b) e alginato (c), ap6s 24

h de tratamento.

Verifica-se na Figura 16 que tanto a membrana de fibroina como a membrana de alginato
apresentaram halos de cristalinidade tipicos. A fibroina apresentou halos em 20 = 14°, 16,8°,
18,5° e 20°, sendo os dois dltimos de menor intensidade. Estes halos estdo associados a estrutura
seda II, mais organizada e cristalina, e correspondem as distancias interplanares de 6,32, 5,27,
4,79 e 4,43 A, respectivamente (Li et al., 2002; Freddi et al., 1997). Ja o alginato apresentou
halos caracteristicos de sua estrutura em 20 = 13,7°, 16,7° e 20,7°, correspondendo a 6,45, 5,30 e
4,28 A, respectivamente (Lee et al., 2004a; Xiao et al., 2001).

A membrana da blenda apresentou difratograma completamente amorfo. Isto indica que a
formacdo da blenda e de suas estruturas globulares se d4 de maneira amorfa, ou seja, as estruturas
cristalinas dos dois biopolimeros ndo interagem uma com a outra e as interacdes intermoleculares
ocorrem somente na regido amorfa. Mesmo apds tratamento em H,SO, e etanol, que serviriam
para aumentar o nivel organizacional e, consequentemente, a cristalinidade dos biopolimeros, a
estrutura amorfa da blenda permanece inalterada. Este perfil confirma o fato de que a formacao

dos glébulos na blenda ocorre com conformagdo estrutural seda I e para que isto ocorra é
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fundamental a presenca de um componente hidrofilico, como € o caso do alginato (Jin e Kaplan,
2003).

Também foram feitos os difratogramas das membranas sem tratamento para estabilizagao,
a fim de verificar se suas estruturas previamente ao tratamento realmente estavam amorfas e apds
2 horas de tratamento, para verificar possiveis alteracdes na membrana de alginato, ja que a

mesma apresentou-se solivel neste tempo de tratamento (Figuras 17 e 18).

Intensidade
(escala arbitraria)

§ 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
20

Figura 17: Difratogramas de raios X para as membranas de fibroina (a), blenda (b) e alginato (c), sem

tratamento.

Conforme apresentado na Figura 17 verifica-se que a fibroina apresentou-se
completamente amorfa, sem a presenca de halos de cristalinidade, conforme esperado, uma vez
que ndo foi realizado tratamento para tornar esta membrana mais cristalina. Os difratogramas do
alginato e da blenda apresentaram halo pouco pronunciado em 20 = 21°, com perfil tipico de

substancias amorfas.
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Figura 18: Difratogramas de raios X para as membranas de fibroina (a), blenda (b) e alginato (c), apds 2 h

de tratamento.

Nas membranas tratadas com H,SO4 0,1M em etanol 50% por 2 horas (Figura 18) o
alginato apresenta difratograma de material bastante amorfo, principalmente se compararmos
com o difratograma do alginato tratado por 24 horas (Figura 16). Isto confirma o fato de que em 2
horas de tratamento as cadeias do alginato ainda ndo estdo organizadas de maneira a ter-se um
material estavel e insolivel em dgua. Acredita-se que este tempo de estabilizacdo mais elevado
do alginato ndo aconteca devido a barreiras difusionais, mas sim ao tempo necessario para que

ocorra o rearranjo estrutural das cadeias do alginato de forma mais estdvel e cristalina.

5.1.2.3 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho fornece informacdes a respeito da conformacio
molecular da fibroina de seda, com bandas de absor¢do especificas associadas aos grupamentos

amida das proteinas. As bandas de amida I, II e III sdo atribuidas ao estiramento C=0, a

deformacdo N-H e ao dobramento O-C-N, respectivamente (Weska, 2009). A Tabela 6 apresenta
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os comprimentos de onda das bandas de amida I, II e III que podem ser associados as

conformacdes seda I (enovelamento aleatério ou hélice-a) ou seda II (folha-f3).

Tabela 6: Bandas de amida e comprimentos de onda das conformagdes seda I e seda II da fibroina.

Numero de onda (cm'l)

Seda 1 Seda 11

Amida I 1660 1630
Amida II 1540 1515
Amida III 1230 1260

A Figura 19 apresenta o espectro de infravermelho obtido para as membranas de fibroina,

blenda e alginato.
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Figura 19: Espectros de infravermelho para as membranas de fibroina (a), blenda (b) e alginato (c).
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Tabela 7: Principais picos obtidos nas membranas de fibroina, blenda e alginato.

Fibroina Blenda Alginato Atribuicao
- 17319 17319 Estiramento C=0
1616,2 1622,0 1635,5 Sobreposi¢cdo Amida I e estiramento -COO- assimétrico
1508,2  1521,7 - Amida II
1228,5 1236,2 12382 Sobreposicdo Amida III e estiramento C-O
- 1080,0 1076,2 Estiramento O-H
- 1029,9 10279 Estiramento O-H
- 927,7 927,7 Vibracao C-O

Analisando a Tabela 7, verifica-se que a membrana de fibroina pura apresentou espectro
com predominincia de estrutura folha-f (seda II), com picos das bandas de amida I e II
localizados em 1616,2 e 1508,2 cm™, respectivamente. J4 a banda de amida III apresentou pico
em 1228,5 cm'l, atribuido a conformacao seda 1.

A membrana da blenda apresentou espectro semelhante ao espectro da membrana de
alginato. Ainda assim foi possivel detectar a presenca dos picos das bandas de amida I, II e III,
que foram deslocados para valores de nimero de onda ligeiramente superiores aos da membrana
de fibroina pura. A membrana da blenda também apresentou predominancia de conformacao seda
I1, porém o deslocamento dos picos seria um indicativo de uma estrutura mais amorfa, seda I.

Nos nimeros de onda referentes as bandas de amida I e III ocorre a sobreposicdo dos
picos com estiramentos caracteristicos do alginato, o que pode ocasionar erros na avaliacdo do
espectro da blenda. Porém, a banda de amida II é claramente visualizada no espectro da blenda
em 1521,7 cm™, regido onde ndo hd qualquer pico de absor¢cdo da membrana de alginato.

A membrana de alginato apresentou pico na regido de 1710-1740 cm™ devido ao
estiramento da ligacio C=0, em 1238,2 cm’! ao estiramento C-O e em 1027,9 cm! devido ao
estiramento da ligacdo O-H (Paiva, 2009), sendo que este pico € bastante pronunciado
principalmente devido a presenca da glicerina, que fornece um aumento na quantidade de
ligacdes O-H presentes. A membrana de alginato apresentou espectro de acordo com a literatura
(Caykara et al., 2005), onde os autores estudaram a interacao de blendas de alginato de sédio e

poli(6xido de etileno).
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A presenca de dois picos na regido de 1100 a 1000 cm™ & atribuida 2 deformacdo OH e
estd diretamente associada com a presenca de dcido alginico livre na membrana. Esta banda pode
ser associada as ligacdes por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares do alginato, sendo
mais pronunciada com o aumento da concentracdo de 4cido sulftrico, utilizado para transformar

o alginato em &cido alginico livre, insoluvel em dgua (Huang et al., 2000).
5.1.2.4 Intumescimento em agua

A Tabela 8 apresenta os resultados do grau de intumescimento para as membranas de

fibroina, alginato e da blenda.

Tabela 8: Grau de intumescimento das membranas de fibroina, blenda e alginato.

Grau de Intumescimento (%)*

Fibroina 59,53 +5,34
Blenda 220,94 + 13,21
Alginato 310,61 + 6,34

* Média + desvio médio (n=3).

Verifica-se que a membrana de fibroina apresenta intumescimento bastante baixo quando
comparada com a membrana de alginato, e que a membrana da blenda apresentou
comportamento intermedidrio entre as duas. O valor do grau de intumescimento apresentado pela
membrana de alginato estd bastante superior ao encontrado na literatura (em torno de 80%),
porém neste estudo os autores fazem a reticulacdo do alginato com solu¢do de CaCl,
(Remunanlopez e Bodmeier, 1997). Este resultado indica que o tratamento do alginato em H,SO4
0,1 M em etanol 50 % € capaz de estabilizar suas cadeias, porém ndo exerce influéncia sobre a
forca coesiva das moléculas do alginato, permitindo um intumescimento elevado quando
comparado com outras maneiras de estabilizacdo. O grau de intumescimento do alginato de sédio
¢ influenciado pela extensdo da reticulagdo. Menor intumescimento estd associado a maior grau
de reticulagdo, pois a reticulacio diminui a quantidade de sitios hidrofilicos disponiveis.

Variando fatores como tipo de reticulante, concentragdo do reticulante e tempo de reticulagdao
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tem-se diferentes valores de intumescimento e também de permeabilidade ao vapor d’4gua
(Remunanlopez e Bodmeier, 1997; Furuyama Lima et al., 2007).

O grau de intumescimento estd diretamente ligado a mobilidade das cadeias poliméricas.
As moléculas do polimero ret€ém 4gua, afastando suas cadeias e, consequentemente, aumentando
sua mobilidade. Sabe-se também que a dgua é um O6timo plastificante para alguns polimeros, e
isto estd relacionado a capacidade de retencdo de dgua. Quanto mais 4gua o polimero é capaz de
reter (maior grau de intumescimento), maior serd o afastamento molecular e maior o efeito
plastificante da dgua (Rabello, 2000; Olivas e Barbosa-Canovas, 2008).

O alginato de sddio € um polissacarideo altamente hidrofilico devido aos grupos carboxila
e hidroxila presentes em sua estrutura, que conferem um intumescimento significativo quando a
membrana de alginato é imersa em dgua (Kalyani et al., 2008).

Ja a fibroina possui em sua estrutura aminoacidos hidrofébicos e, apds o tratamento
realizado com o H,SOy, se encontra em uma forma altamente estdvel e organizada. A estrutura
folha-B ndo permite o intumescimento e afastamento molecular, fato confirmado pela baixa
plastificacdo pela dgua das membranas de fibroina quando comparadas com as membranas de
alginato.

Uma propriedade das membranas que estd diretamente relacionada com o grau de
intumescimento € a espessura. Com a retencdo de dgua pela membrana, a mesma acaba inchando
e isto pode ser quantificado através da relacdo entre a espessura inicial e final da membrana. A

Tabela 9 apresenta os valores de espessura das membranas de fibroina, da blenda e de alginato.

Tabela 9: Relagdo de espessura das membranas da blenda em teste de intumescimento em agua.

Espessura Inicial*  Espessura Final*  Relacdo (eg/e;)**

(ei) (mm) (er) (mm)
Fibroina 0,024 + 0,002 0,032 + 0,005 1,336 +£ 0,193
Blenda 0,033 £ 0,001 0,105 + 0,005 3,180 £ 0,019
Alginato 0,031 + 0,004 0,145 +0,016 4,674 + 0,144

* Média + desvio médio (n=5).

** Média + desvio médio (n=3).
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Verifica-se que a blenda teve comportamento intermedidrio na relagdo de espessura, mais
voltada para o alginato, uma vez que este biopolimero possui maior propor¢do na blenda. O
aumento de espessura da membrana de alginato foi aproximadamente 4 vezes maior que o da
membrana de fibroina, o que confirma os resultados obtidos em relacdo ao grau de

intumescimento das mesmas.

5.1.2.5 Permeabilidade ao vapor d’agua

A Tabela 10 apresenta os valores de transmissdo e permeabilidade ao vapor d’4gua

apresentados pelas membrana de fibroina, da blenda e de alginato.

Tabela 10: Valores de transmissdo de vapor d’agua, espessura e permeabilidade ao vapor d’dgua das

membranas da blenda.
TVA* Espessura™* PVA*
(g/m?.dia) (mm) (g.mm/m2.dia.kPa)
Fibroina 158,95 +£23,51 0,041 + 0,002 2,70 £ 0,27
Blenda 307,89 +17,89 0,038 +0,003 4,89 £ 0,15
Alginato 366,31 £ 5,26 0,034 + 0,004 5,20 £ 0,46

*Média £ desvio médio (n=3).

**Média + desvio padrdo (n=10).

A transmissao de vapor d’dgua é um fator importante a ser observado em membranas para
uso como curativos. Os curativos devem evitar a evaporacao elevada dos fluidos corpdreos e ao
mesmo devem manter o ambiente da ferida com umidade adequada (Dallan, 2005). Os valores de
transmissdo de vapor d’dgua apresentados pela membranas estudadas ficaram dentro da faixa de
curativos utilizados comercialmente (de 76 a 9360 g/m2.dia) (Wu et al., 1995), o que indicaria
uma possivel utilizagdo destas membranas como curativos.

O alginato apresentou os maiores valores de transmissdo e permeabilidade ao vapor
d’4gua, sendo que estes valores encontram-se de acordo com a literatura (Remunanlopez e
Bodmeier, 1997). A transmissdo e a permeabilidade ao vapor d’dgua podem ser controladas

alterando-se o processo de reticulacdo do alginato. Membranas mais reticuladas implicam em

56



menores valores de transmissao e permeabilidade ao vapor d’dgua. Também sabe-se que a adi¢dao
de plastificantes nas membranas diminui a forca das ligagdes intermoleculares entre as cadeias
dos polimeros, aumentando a permeabilidade ao vapor d’4dgua (Olivas e Barbosa-Canovas, 2008).
E importante lembrar que a membrana de alginato e a membrana da blenda possuem glicerina
adicionada a sua estrutura, que pode ter ocasionado um aumento nos valores de TVA e PVA

obtidos.

5.1.2.6 Angulo de contato

A medida do angulo de contato fornece informagdes a respeito da hidrofilicidade do
material. Superficies mais hidrofilicas apresentam menores valores do angulo de contato (Cai et
al., 2002). A hidrofilicidade ¢ um dos fatores mais importantes que afetam a citocompatibilidade
dos biomateriais. A adesdo e o crescimento das células sdo diretamente influenciados pela
molhabilidade das superficies, uma vez que a maior parte das células prefere ancorar em

superficies hidrofilicas (Esposito et al., 2007).

Tabela 11: Valores médios de angulo de contato para as diferentes membranas.

Angulo de contato* ()

Fibroina 81°+3°
Blenda 72° £ 2°
Alginato 59° £ 3°

* Média + desvio padrio (n=10).

Verifica-se pela Tabela 11 que a membrana de fibroina apresenta maior valor para o
angulo de contato quando comparada com as demais membranas. O alginato apresenta angulo de
contato menor, indicando maior hidrofilicidade quando comparado com a fibroina. Se
compararmos as propor¢des de cada um dos componentes na blenda verifica-se que, para o
angulo de contato, ela foi mais fortemente influenciada pela fibroina, contrariamente ao esperado.

O valor do angulo de contato da membrana de fibroina estd de acordo com o encontrado
na literatura para membranas de fibroina tratadas por imersio em metanol, onde o valor

encontrado foi de 81° + 2° (Jin et al., 2004). Para as membranas de alginato o valor do angulo de
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contato também ficou préximo da literatura, que apresentou angulo de contato de 66° + 1° (Xie et
al., 2010). Porém, ndo é possivel comparar diretamente os valores de angulo de contato das
membranas obtidas neste trabalho com as existentes na literatura, uma vez que o tratamento para
estabilizacdo das membranas aqui proposto € diferente dos métodos usuais, que utilizam {ons

multivalentes para reticular o alginato.

5.1.2.7 Ensaios mecanicos

A Tabela 12 apresenta os resultados do teste mecénico de tragdo realizado nas membranas

obtidas.

Tabela 12: Resultados do teste de resisténcia a tragdo das membranas de fibroina, blenda e alginato, apds 2

e 24 h de tratamento.

Tensdo de Ruptura* Alongamento™

(MPa) (%)

Ap6s 2 h de tratamento

Fibroina 52,02 £12,90 1,89 +0,41

Blenda 66,70 £ 1,37 4,29 + 1,08

Alginato 75,01 £1,45 4,83 +1,94
Ap0s 24 de tratamento

Fibroina 52,62 £ 10,79 1,81 +£0,61

Blenda 73,00 + 11,70 3,46 £0,92

Alginato 95,70 £ 6,14 7,73 £2,23

* Média + desvio padrio (n=8).

Pelos resultados do teste mecanico verifica-se que a incorporagdo de alginato na fibroina
melhorou sua resisténcia a tragdo devido ao alginato ser um biopolimero resistente. Além disso, o
alongamento das membranas teve um aumento bastante significativo, quando comparado com a
membrana de fibroina pura.

O aumento do tempo de tratamento ndo teve influéncia significativa na membrana de

fibroina, isto pode ser justificado se considerarmos que a membrana de fibroina ja tem sua
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estrutura totalmente estabilizada em 2 h de tratamento em solucdo de H,SO4 0,1M em etanol
50%. Com o aumento do tempo de tratamento das membranas verificou-se um aumento elevado
da tensao de ruptura das membranas da blenda e, principalmente, da membrana de alginato. Isto
confirma a hipétese de que 2 h de tratamento nao € o suficiente para cristalizar a estrutura
molecular do alginato de s6dio. Quanto maior a tensdo de ruptura da membrana, mais cristalina
ela estd e, portanto, mais estdveis e organizadas estdo suas cadeias.

A Figura 20 apresenta o perfil tipico de tensdo versus deformacdo da membrana da blenda
e de seus componentes. Esta figura ndo se refere a média dos valores de tensdao e deformacao
apresentados por todas as amostras analisadas, e sim ao perfil apresentado por uma amostra

especifica, que representasse bem o conjunto de amostras.
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Figura 20: Perfil tipico de tensdo em ensaio de tragdo em membranas de blenda de fibroina de seda e

alginato de sédio.

A membrana de fibroina, além de ndo apresentar escoamento, apresenta tensao na ruptura
bastante inferior as demais membranas, mostrando o seu comportamento fragil. A membrana de
fibroina ndo apresenta indicio de deformacdo plastica quando submetida ao teste de tracdo,

rompendo sem que haja diminuic@o da largura da amostra. J4 a membrana de alginato apresentou
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comportamento plastico, com escoamento moderado. Os valores de deformagdo e tensdo na
ruptura da membrana de alginato foram bastante superiores aos da membrana de fibroina. Para a
membrana da blenda tem-se comportamento semelhante a membrana de alginato, porém com
alongamento inferior.

Verificou-se que € possivel melhorar as propriedades mecanicas das membranas de
fibroina através da incorporacdo de alginato de sdédio e glicerina e formag¢do de blendas
poliméricas. A adicdo de glicerina tem um papel importante nos resultados dos ensaios
mecanicos, pois ela tornou a membrana da blenda mais flexivel, facilitando seu manuseio.

Sabe-se que as propriedades mecanicas das membranas quando umidas sdo diferentes de
quando as membranas estdo secas, devido a plastificacdo causada pela dgua. A dgua é
incorporada na estrutura do polimero, aumentando sua flexibilidade e consequentemente,
diminuindo sua tensao de ruptura (Hu et al., 2008).

Desta maneira, teve-se a curiosidade de saber como a dgua poderia afetar as propriedades
mecanicas das membranas estudadas. Foi feita a tentativa de realizar o teste de tracdo com as
membranas uUmidas. Para isto, as membranas foram imersas por 72 h em dagua MilliQ e,
imediatamente antes da realizacdo do teste, o excesso de dgua na superficie da membrana foi
retirado com auxilio de papel filtro. Visualmente observou-se que as membranas imidas eram
mais flexiveis e maledveis e possuiam um alongamento muito maior do que as membranas secas,
porém a forca necessdria para romper a membrana era menor.

Quando o teste foi realizado, as membranas de alginato e da blenda eram bastante
alongadas, porém, ao invés de romper de uma unica vez, elas comecavam a rasgar na borda da
membrana e este rasgo era propagado lentamente ao longo da amostra, conforme as garras eram
afastadas. Esta for¢a aplicada no rasgo da membrana era extremamente baixa e muitas vezes nao
era detectada pelo equipamento, que mesmo apds toda a membrana ter sido rasgada, continuava
afastando as garras, sem ser possivel detectar qual o valor de alongamento méaximo e tensao na
ruptura apresentados. Por isto, ndo serd possivel avaliar de forma quantitativa o alongamento e
tensdo de ruptura das membranas quando plastificadas pela dgua, porém, sabe-se que estas eram

bastante maledveis, flexiveis e apresentavam alongamento elevado.
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5.1.2.8 Analises térmicas

5.1.2.8.1 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A Figura 21 apresenta os termogramas de DSC obtidos para as membranas da blenda e
seus componentes. S3o mostradas somente as curvas referentes ao segundo aquecimento
realizado em cada amostra (temperatura ambiente a 500 °C). Também vale ressaltar que os
valores de DSC (mW) foram normalizados dividindo-os pela massa inicial em cada andlise. Isto é

feito para que se tenha uma dimensao mais real da intensidade dos picos apresentados.
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Figura 21: Termogramas de DSC para as membranas de fibroina (a), blenda (b) e alginato (c).

A membrana de alginato apresentou um pico endotérmico de fusdo em 185,1 °C. Este pico
também € apresentado na blenda, porém em temperatura mais elevada (191,2 °C), possivelmente
devido a incorporacdo da fibroina, que é termicamente mais estavel. A membrana de fibroina
apresentou pico endotérmico em 286,9 °C devido a sua degradacdo térmica (Freddi et al., 1999),
fato confirmado pela curva termogravimétrica da fibroina (Figura 22), sendo que este pico

também estd presente na membrana da blenda, porém em uma temperatura 2 °C menor.
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5.1.2.8.2 Termogravimetria (TGA)

A Figura 22 apresenta as curvas termogravimétricas de perda de massa das membranas

em funcdo da temperatura.
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Figura 22: Curvas termogravimétricas das membranas de fibroina, blenda e alginato.

A partir da andlise termogravimétrica verifica-se que a fibroina apresenta a maior
estabilidade térmica. A blenda iniciou degradacdo em um valor intermedidrio entre a fibroina e o
alginato, porém mais proxima ao alginato, tendo em vista que a quantidade deste na blenda € de
75% em massa. A perda de massa no alginato na regido de 190-290 °C ¢ atribuida ao rompimento
das ligacdes da matriz polimérica e a formagao de residuos carboniceos (Siddaramaiah et al.,
2008).

Para visualizacdo dos picos de degradacdo das membranas, foram feitos grificos da
derivada da curva termogravimétrica, conforme mostrado na Figura 23. Os valores foram
normalizados com os valores das massas iniciais, para poder ser feita a comparagdo entre as

intensidades dos picos de perda de massa.
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Figura 23: Curvas de massa residual diferencial para as membranas de fibroina, blenda e alginato.

A membrana da blenda apresentou perfil semelhante ao alginato, porém observa-se a
presenca de um pico de degradagao em 305,5 °C devido a contribui¢io da fibroina. A membrana
de fibroina pura apresenta maior estabilidade térmica, iniciando sua degradacao térmica em 313,7
°C, enquanto que o alginato tem perda de massa em 222,1 °C.

A membrana da blenda apresentou picos de degradacdo térmica dos dois componentes,
porém a temperatura destes picos foi deslocada para valores intermedidrios, o que indica a semi-

miscibilidade destes componentes.
5.1.2.8.3 Analise dinAmico-mecanica (DMA)

O DMA utiliza, assim como o DSC, a observacio da T, para a verificacdo da
miscibilidade entre fases. Porém, além de ser uma técnica mais precisa e que possibilita uma
melhor identificacdo da T,, o DMA permite a identificacdo de transi¢des secunddrias
relacionadas a relaxacdo de grupos ou parte de grupos laterais da cadeia polimérica e também da

temperatura de fusdo cristalina de polimeros semi-cristalinos (Ty,). Estas temperaturas de
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transi¢do sdo definidas através de picos nas curvas de tand em fungdo da temperatura (Lucas et
al., 2001; Canevarolo Jr, 2003).
Os resultados de médulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E’’) e amortecimento

(tan J) sdo mostrados nas Figuras 24, 25 e 26, para as membranas de fibroina, blenda e alginato,

respectivamente.
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Figura 24: Curvas termodinamicomecanicas da membrana de fibroina.
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Médulo de armazenamento (MPa)
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Figura 25: Curvas termodinamicomecénicas da membrana da blenda.
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Figura 26: Curvas termodinamicomecanicas da membrana de alginato.
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A membrana de fibroina apresentou comportamento parecido com curvas de DMA
encontradas na literatura (Tsukada et al., 1998), porém os autores analisaram os graficos apenas
em temperaturas acima de 100 °C. A temperatura de transicdo vitrea obtida para a membrana de
fibroina foi de 221,30 °C.

As membranas da blenda e de alginato puro ndo permitiram a realizacdo da andlise em
temperaturas acima de 170 °C. Isto acontece devido a degradacdo das moléculas de alginato, o
que impede a continuagdo da andlise em temperaturas mais elevadas. Isto ja era esperado, uma
vez que o alginato inicia sua perda de massa em temperaturas proximas a 200 °C, conforme
observado na andlise de TGA (Figuras 22 e 23).

Devido a degradacdo do alginato ndo foi possivel verificar a T, da fibroina presente na
blenda, pois o alginato iniciou sua degradacdo em temperatura inferior a temperatura de transicao
vitrea da fibroina. Entretanto, pode ser observado que o pico referente a T, do alginato da
membrana da blenda (T, = 19,66 °C) foi deslocado para valores ligeiramente superiores quando
comparado com a T, da membrana de alginato puro (T, = 15,30 °C). Isto indicaria uma semi-
miscibilidade entre os componentes da blenda, fato este, ja indicado pelo processo de separacao
de fases observado pelo MEV.

Os valores de T, apresentados pelas membranas de fibroina e de alginato estdo de acordo
com a literatura (Zactiti, 2004; Tsukada et al., 1998), porém nestes casos o tratamento para

estabilizacao das membranas foi feito com metanol e cloreto de célcio, respectivamente.
5.1.2.9 Citotoxicidade indireta
As Figuras 27 e 28 apresentam os resultados do teste de citotoxicidade para as membranas

de fibroina, blenda e alginato em todas as dilui¢cdes analisadas e o histograma de viabilidade

celular para o extrato ndo diluido, respectivamente.
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Figura 27: Viabilidade celular das membranas de fibroina, blenda e alginato.
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Figura 28: Histograma de viabilidade celular das membranas da blenda para o extrato nao diluido.
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Nenhuma das membranas causou reducdo da viabilidade celular para valores inferiores ao
ICso. A viabilidade celular manteve-se entre 90% e 100% pelo uso de todos os extratos das
membranas analisadas, e de acordo com norma ISO 10993-5 (2009), elas podem ser consideradas
ndo citotéxicas. A membrana de alginato, em concentracdo de extrato igual a 100%, apresentou
uma pequena queda na viabilidade celular, ficando em torno de 90%. A membrana de fibroina
apresentou viabilidade celular compardvel ao controle negativo em todas as concentracdes de
extrato analisadas. J4 a membrana da blenda teve comportamento intermedidrio entre a fibroina e

o alginato.
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5.2 Compéositos de fios de fibroina de seda e alginato de sédio

Na seqiiéncia deste trabalho, foram realizados testes incorporando fios de fibroina na
solugdo de alginato de s6dio, com o objetivo de aumentar a resisténcia mecanica do material.

Em testes preliminares foram utilizados os fios de fibroina obtidos apds a remocdo da
sericina do casulo do bicho-da-seda. Estes fios formam uma espécie de novelo, que era
desembaragado manualmente, colocado em placa de petri e entdo era vertida a solucdo de
alginato contendo glicerina sobre estes fios.

O resultado obtido foi um compdsito com boa interacdo matriz-fibra, porém com baixa
uniformidade (Figura 29). Foram obtidas regides com acumulo de fios e outras regides com
escassez ou auséncia dos mesmos devido aos compdsitos terem sido confeccionados
manualmente. Tentou-se dispersar os fios de diversas formas, utilizando agitadores magnéticos e
mecanicos, entretanto os fios acabavam enrolando nos agitadores, ndo sendo dispersos na solu¢do
de alginato. Mesmo utilizando uma quantidade bastante elevada de fios, a forma irregular do
composito refletiu diretamente nos testes mecanicos realizados, apresentando resultados

inferiores ao esperado (Tabela 13).

fibroina obtido em testes preliminares.

Tabela 13: Resultados do teste mecanico para os compositos analisados nos testes preliminares.

Tensao de Ruptura (MPa)
Alginato 84,64 + 6,65
Compdsito com 45% de fios 13,10 + 2,03
Compdsito com 62% de fios 6,65+ 1,70
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Desta maneira, foi estudada a obtencdo dos compoésitos de forma mais uniforme, sem
falhas que pudessem causar baixa confiabilidade nos resultados obtidos. Portanto, optou-se por
cortar os fios de fibroina em tamanhos iguais, para obter uma melhor dispersdao destes no
alginato. Somente com os fios cortados é que foi conseguida uma maior uniformidade dos
compdsitos obtidos.

Apos a remogdo da sericina do casulo do bicho da seda, obtém-se um emaranhado de fios
de fibroina, dificeis de serem separados, o que torna invidvel cortar estes fios manualmente. Isto
somente seria possivel utilizando alguma mdéquina especifica de fiagdo. Desta maneira, para
facilitar a obten¢do do compdsito, foram utilizados fios de fibroina cedidos pela fiagdo Bratac
(Gregia 20/22 6A), descritos na secdo de Materiais e Métodos deste trabalho.

Estes fios foram cortados manualmente em pedacos de aproximadamente 1 cm e
misturados com auxilio de bastdo de vidro no alginato de sédio. Esta maneira de preparo dos
compositos possibilitou a obtengdo de membranas de compositos bastante uniformes.

A Figura 30 apresenta a fotografia dos compdsitos obtidos. Pode ser verificado que os
mesmos apresentaram distribuicdo bastante uniforme dos fios na matriz de alginato,

diferentemente de quando utilizado o emaranhado de fios, sem cortd-los.

Figura 30: Fotografias das membranas de alginato (a), compdsito com 20% (b), 40% (c) e 60% de fios de
fibroina (d).

O interessante destas membranas de compdsitos € que elas apresentam uma elevada
resisténcia ao rasgo, devido aos fios que estdo dispersos em sua matriz. Elas também sdo bastante
maledveis, principalmente se comparadas com as membranas densas de seus componentes puros,

que quando flexionadas ou dobradas acabam sendo fraturadas.
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5.2.1 Caracterizacoes dos compositos

5.2.1.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A Figura 31 apresenta as micrografias de superficie das membranas dos compdsitos.

fibroina (c).

O compésito contendo 20% de fios (Figura 31a) apresentou matriz de alginato continua,
sendo todos os fios cobertos pelo alginato, estando bem dispersos no mesmo. Nos compdsitos
com 40% de fios (Figura 31b), observa-se maior quantidade de fios na matriz. O alginato
continuou apresentando matriz continua, unindo os fios, porém verifica-se que alguns fios
estavam soltos sobre a matriz, ndo estando totalmente cobertos pelo alginato. J4 nos compdsitos
com 60% de fios (Figura 31c), verifica-se a presenca de diversas camadas alginato/fios de
fibroina. O alginato ndo conseguiu cobrir totalmente os fios, havendo espacos vazios, como se
fossem poros no compdsito. Ainda assim os fios se mantiveram bem unidos no compésito, nao
havendo descolamento quando observados a olho nu. A presenca de poros na membrana
contendo 60% de fios seria adequada para o cultivo de células e utilizacdo como scaffold, uma

vez que possui tamanho de poros adequado para as células e estes poros sao interconectados.
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5.2.1.2 Intumescimento em agua

A Tabela 14 apresenta o grau de intumescimento dos diferentes compédsitos. O
intumescimento ocorreu principalmente no primeiro minuto em que a membrana entrou em
contato com a dgua, sendo praticamente estabilizado nos primeiros 15 minutos de imersdo para

todas as membranas.

Tabela 14: Grau de intumescimento da membrana de alginato e dos diferentes compdsitos.

Grau de Intumescimento (%)*

Fios de fibroina 58,74 + 11,73
Alginato 310,61 + 6,34
Compésito com 20% de fios 218,42 +7,33
Compésito com 40% de fios 167,80 + 5,92
Compésito com 60% de fios 153,76 = 4,50

* Média + desvio médio (n=3).

Pode ser observado que a membrana de alginato sem incorporacdo de fios de fibroina
apresentou maior intumescimento, com aumento de 310% de sua massa quando em contato com
a dgua. Observa-se também que a presencga dos fios de fibroina no compdsito praticamente nao
exerce influéncia positiva no grau de intumescimento. Os fios de fibroina sdo altamente
cristalinos e hidrofébicos, portanto ndo absorvem 4gua como a matriz de alginato, que ¢é
hidrofilica. Desta maneira, o intumescimento ocorre predominantemente na matriz de alginato. A
presenca de fios altamente cristalinos acaba, de fato, diminuindo o intumescimento, pois inibe a
absor¢do de dgua pelas moléculas de alginato na interface com os fios.

E importante observar que os fios de fibroina utilizados na fabricacdo dos compésitos
apresentaram intumescimento semelhante ao da membrana de fibroina apds tratamento para
estabilizacdo. Além disso, verifica-se que o grau de intumescimento de cada um dos compdsitos é
proporcional as fra¢cdes massicas de alginato e fibroina nos mesmos.

Outra propriedade das membranas que estd diretamente relacionada com o grau de
intumescimento € a espessura. Com a reten¢do de dgua pela membrana, a mesma acaba inchando

e isto pode ser quantificado através da relagdo entre a espessura inicial e final da membrana. A
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Tabela 15 apresenta os valores de espessura dos compdsitos. Nao foi possivel medir a espessura
antes e apdés o intumescimento dos fios de fibroina por estes serem muito pequenos,

impossibilitando a medida.

Tabela 15: Relacdo de espessura das membranas de compdsitos em teste de intumescimento em dgua.

Espessura Inicial*  Espessura Final* Relacdo (eg/e;)**

(ei) (mm) (er) (mm)
Alginato 0,031 + 0,004 0,145 £ 0,016 4,674 + 0,144
Compésito 20% fios 0,127 + 0,005 0,176 + 0,014 1,385 + 0,078
Compésito 40% fios 0,221 + 0,016 0,317 £0,010 1,440 + 0,070
Compésito 60% fios 0,419 + 0,054 0,427 + 0,038 1,024 + 0,045

* Média + desvio médio (n=5).

** Média + desvio médio (n=3).

A medida da espessura para os compdsitos com fios de fibroina acaba sendo uma medida
subjetiva. A espessura medida realmente € a espessura dos fios que estdo inseridos no compdsito
e ndo da matriz de alginato. Este fato é confirmado ainda ao compararmos os valores de
espessura inicial e final dos compdsitos com os do alginato puro. O alginato apresenta um
aumento de espessura de aproximadamente 4,5 vezes, enquanto que para 0s compdsitos,
independente da quantidade de fios, este valor fica em torno de 1. Ndo se tem um aumento
significativo na espessura medida no compdsito, pois a espessura medida é a do fio, e o

inchamento ocorre na matriz de alginato, que estd unindo estes fios em seus intersticios.

5.2.1.3 Permeabilidade ao vapor d’agua

Os valores obtidos para a transmissao e a permeabilidade ao vapor d’dgua dos compdsitos
sao mostrados na Tabela 16. Como a espessura é levada em consideragdo no calculo da
permeabilidade, e € diretamente proporcional a mesma, quanto maior a espessura, maior a PVA.
Isto justifica os elevados valores de PVA encontrados quando € considerada a espessura do

compdsito no cdlculo. Conforme mencionado na discussdo da andlise de intumescimento em
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agua, a espessura medida nos compdsitos € a espessura dos fios de fibroina, e ndo da matriz de
alginato propriamente dita, o que pode ocasionar erros ao analisarmos a PVA.

Por isso, os valores aqui discutidos dirdo respeito a TVA, que ndo considera a espessura
do filme em seu cdlculo e sim apenas o ganho de massa em func¢do do tempo e a drea de

permeacio da membrana.

Tabela 16: Valores de transmissdo e de permeabilidade ao vapor d’4gua das membranas dos compositos.
TVA* Espessura™* PVA*
(g/m2.dia) (mm) (g.mm/m?2.dia.kPa)
Alginato 366,31 £5,26 0,034 + 0,004 5,20 £ 0,46
Compésito 20% 323,16 +22,12 0,147 £ 0,015 20,07 £1,58
Comp6sito 40% 358,95 + 36,33 0,268 + 0,028 40,98 £10,13
Comp6sito 60% 643,68 + 28,65 0,464 +0,078 125,70 = 11,77

*MéEdia + desvio médio (n=3).

**Média + desvio padrao (n=10).

No compdsito contendo 20% de fios de fibroina verifica-se uma diminui¢do da TVA. Isto
acontece justamente devido a presenca dos fios, que possuem baixa permeabilidade. Neste
compdsito praticamente todos os fios estdo incorporados na matriz, ndo havendo espacos sem
matriz (fato confirmado pelas micrografias de MEV). Com isso, a presenca de fios diminui a drea
em que ocorre a permeagdo, o que justifica a diminui¢io no valor da TVA. Nos compdsitos com
40% de fios o comportamento € semelhante, porém, a0 mesmo tempo em que aumenta a
quantidade de fios, diminuindo a 4rea para permeacdo, ocorre a presenca de alguns pequenos
poros em pontos onde a camada de alginato nao foi suficiente para unir os fios presentes. Ja nos
compdsitos com 60% de fios, a alta transmissdo de vapor d’agua € justificada pela presenca de
poros maiores que permitem a passagem do vapor d’agua. Estes poros sdo bem visualizados pelo
MEV (Figura 31c), onde pode ser observado que a quantidade de alginato ndo € suficiente para
unir todos os fios de fibroina.

Estes valores de transmissdo de vapor d’dgua estdo de acordo com a faixa de valores de

curativos comerciais (76-9360 g/m2.dia), encontrados na literatura (Wu et al., 1995). Além disso,

como veremos a seguir, as propriedades mecanicas destas membranas de compdsitos sdao bastante
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adequadas para aplicacdo em curativos, principalmente devido a sua maleabilidade e resisténcia

a0 rasgo.

5.2.1.4 Testes mecanicos

5.2.1.4.1 Tensao de ruptura

Os resultados de relacdo de espessura também podem ser usados para relacionar as
medidas de espessura com as baixas tensdes de ruptura nos compdsitos. A ruptura ocorre na
matriz de alginato, que estd unindo os fios, e a espessura medida (que entra no calculo da tensdo
de ruptura) é a espessura das camadas de fios. Desta maneira, serdo mostrados aqui os valores de
forca na ruptura, bem como a espessura média medida em cada tipo de membrana de compdsito e
a sua tensdo de ruptura, para que estes valores possam ser correlacionados e melhor
compreendidos.

A Tabela 17 apresenta os resultados do teste mecanico de tracdo realizado nos

compdsitos.

Tabela 17: Valores de forca na ruptura, espessura e tensao na ruptura dos compdsitos analisados.

For¢a na ruptura* Espessura* Tensao na ruptura*
(N) (mm) (MPa)
Alginato 73,043 + 9,830 0,032 £+ 0,005 94,262 + 12,143

Composito 20% fios 53,278 + 2,023 0,138 + 0,007 15,085 + 0,753
Composito 40% fios 118,289 +16,469 0,233 £0,012 19,831 + 2,334
Composito 60% fios 179,936 + 36,723 0,488 £ 0,018 14,549 + 2,728

* Média + desvio padrio (n=8).

Pelos valores apresentados na Tabela 17 pode-se verificar que a for¢a necessaria para
romper a camada de alginato nos compdsitos aumenta com o aumento da quantidade de fios nos
mesmos, caracterizando o efeito de refor¢co dos fios na matriz. Com excecdo do compodsito
contendo 20% de fios de fibroina, os demais apresentaram valores de for¢a na ruptura bastante

superior a for¢a necessdria para romper a membrana de alginato sem fios de reforgo.
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A Figura 32 apresenta o comportamento tipico de compdsitos de alginato com fios de
fibroina e também da membrana de alginato puro. A figura apresentada ndo se refere a média dos
diversos ensaios de tracdo realizados, pois a quantidade de dados € muito elevada, inviabilizando
os cdlculos de média em cada ponto, mesmo com o uso de ferramenta computacional. Portanto,
foram escolhidos testes de amostras que representassem bem cada um dos tipos de membranas

analisadas.
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Figura 32: Perfil tipico de for¢a em ensaio de tracdo em compdsitos de alginato de sddio refor¢ados com

fios de fibroina de seda.

A membrana de alginato apresentou pequeno escoamento e alongamento moderado. Este
perfil é diminuido com a adi¢do de fibras de fibroina como refor¢o no alginato. Porém, quando
adicionados 40 e 60% de fios de fibroina no compdsito a forca na ruptura da matriz é aumentada
significativamente. Apds a ruptura da matriz das membranas de compdsitos, observa-se a
presenca de diversos picos, referentes ao descolamento das fibras da matriz.

Todos os compdsitos reforcados com fios de fibroina apresentaram o fendmeno
denominado fiber bridging, onde a fibra ndo rompe durante o ensaio e forma uma ponte entre as

partes fraturadas da matriz. Quando a camada de alginato é rompida, ela continua sendo unida
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pelos fios de fibroina. Estes fios sdo tracionados e arrancados da matriz pouco a pouco, o que
justifica o perfil apresentado pelos compdsitos apds a ruptura da matriz. Ainda assim, ao final do
teste pdde-se observar diversos pontos onde a fibra continua a formar a ponte entre as partes
fraturadas.

Apos a realizagdo do teste de tragdo foi feita microscopia eletronica de varredura dos
compdsitos exatamente na parte que foi rompida durante o ensaio, a fim de verificar a maneira

como as fibras eram arrancadas da matriz de alginato (Figura 33).

Figura 33: Micrografia da superficie de fratura apds a realizacdo do teste de tragdo das membranas de

alginato (a), composito com 20% (b), 40% (c) e 60% de fios de fibroina (d).

Verificou-se que as fibras estavam bem aderidas a matriz. As fibras, ao invés de serem
arrancadas da matriz (fendmeno conhecido como pull out) eram fraturadas na mesma. Isto indica
uma forte adesao fibra/matriz. Se esta adesdo fosse baixa, as fibras seriam arrancadas da matriz e
nao fraturadas junto com a mesma.

Foi observado pull out apenas no compésito contendo 20% de fios, tanto apds o teste de

tracdo (Figura 34) quanto apds o teste de rasgamento do compésito (figura ndo mostrada). Este
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fendmeno ocorre quando a fibra € liberada da matriz, o que indica uma menor adesao interfacial
fibra-matriz neste compd@sito.

Um fator que pode justificar a boa adesao fibra-matriz dos compdésitos com 40 e 60 % de
fios € o préprio entrelacamento entre os fios de fibroina. Os fios quando entrelacados tem maior
efeito de reforco e, além da interacdo fibra-matriz, existe também a interacao fibra-fibra. J4 no
compdsito com 20 % de fios, a quantidade de fios ndo € suficiente para que estes se entrelacem o

que justificaria a ocorréncia de pull out.

Figura 34: Pull out do compdsito contendo 20% de fios de fibroina.

5.2.1.4.2 Propagacao do rasgo

Observou-se que as membranas de compdsitos com fios de fibroina apresentavam boa
flexibilidade e elevada resisténcia ao rasgo. Desta maneira procurou-se realizar testes que
demonstrassem adequadamente estas propriedades do compdsito. O teste mais adequado € o de
propagacdo do rasgo, conforme ASTM D1938-08, melhor descrito na se¢do de Materiais e
Meétodos.

Para o célculo da forca de resisténcia a propagacdo do rasgo dos compdsitos, apresentada
na Tabela 18, foi inicialmente calculada a média de todas as forcas registradas pelo equipamento
para cada amostra, desconsiderando as porg¢des inicial e final da curva. Apos foi calculada a

média das 8 repeti¢des realizadas.
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Tabela 18: Valores de for¢a de resisténcia a propagacdo do rasgo dos compdsitos.
Forca* (N)

Compésito 20% fios 1,542 + 0,322
Compésito 40% fios 3,354 +£ 0,601
Compésito 60% fios 7,629 + 1,077

* Média + desvio padrdo (n=8).

N3ao estd mostrado na Tabela 18 o valor de for¢a de resisténcia a propagacao do rasgo da
membrana de alginato, pois a for¢ca necessdria para rasgar membranas densas, em geral, €
minima. O teste foi realizado com membranas densas de alginato e também de fibroina, porém a
forca necessdria para rasgar estas membranas é tdo pequena que sequer € detectada pelo
equipamento, ficando sempre em torno do zero. Isto confirma que a incorporacdo de fios de
fibroina em membranas de biopolimeros atua ndo s6 como carga, mas também como reforgo,
uma vez que as propriedades mecéanicas como a tensdo de ruptura e resisténcia a propagagao do

rasgo sdo aumentadas consideravelmente.

A Figura 35 apresenta o perfil tipico apresentado pelas amostras no ensaio de propagagao

do rasgo.
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Figura 35: Perfil tipico de for¢a em ensaio de propagacdo do rasgo em compdsitos de alginato de s6dio

refor¢ados com fios de fibroina de seda.
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Foi observado que quanto maior a quantidade de fios de fibroina presente no compdsito,

maior era a forca necessdria para rasgar o0 mesmo.

5.2.1.5 Analises térmicas
5.2.1.5.1 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A Figura 36 apresenta os graficos de DSC para as membranas de alginato e dos
compdsitos. Sao mostradas somente as curvas referentes ao segundo aquecimento realizado em

cada amostra. Os valores foram normalizados em fun¢do da massa inicial em cada andlise.
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Figura 36: Termogramas de DSC para as membranas de alginato (a) e comp6sitos com 20% (b), 40% (c) e

60% de fios de fibroina (d).

Verifica-se na Figura 36 que o alginato apresentou pico endotérmico em 185 °C. Este pico

estd associado a degradacdo térmica do alginato, confirmado pela andlise termogravimétrica, e
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deslocou-se para valores ligeiramente superiores com a incorporacdo dos fios de fibroina, devido
a maior estabilidade térmica dos mesmos.

Observa-se nas membranas dos compdsitos a presenca de picos endotérmicos em
temperaturas na faixa de 315 a 320 °C, que correspondem a degradacdo térmica de fios de
fibroina com orientacdo bem definida (Freddi er al., 1999). A intensidade destes picos é

aumentada com o aumento da quantidade de fios de fibroina no compdsito.

5.2.1.5.2 Termogravimetria (TGA)

As Figuras 37 e 38 apresentam as curvas de massa residual e massa residual diferencial

para as membranas dos compdsitos, respectivamente.
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Figura 37: Curvas termogravimétricas das membranas de alginato e compositos.
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Figura 38: Curvas de massa residual diferencial para as membranas de alginato e compdsitos.

Verifica-se a presencga de duas inflexdes na curva termogravimétrica para as membranas
dos compositos. Estas inflexdes sdo mais bem visualizadas analisando o grafico da derivada da
curva, sendo que este foi normalizado com os valores das massas iniciais, para poder ser feita a
comparacao entre as intensidades dos picos de perda de massa.

A membrana de alginato apresentou apenas um pico de perda de massa em 226 °C,
atribuido a degradacdo térmica do alginato e a formacao de residuos carbonéceos (Siddaramaiah
et al., 2008).

A decomposicdo térmica da fibroina € influenciada pelas propriedades morfoldgicas e
fisicas da amostra, sendo o grau de orientacdo molecular um dos parametros mais importantes
(Freddi et al., 1999). Fibras bem orientadas decompdem em temperaturas acima de 300 °C,
materiais com estrutura cristalina folha-p decompdem-se na faixa de 290-295 °C, enquanto que a
decomposicdo da fibroina de seda com estrutura amorfa ocorre em temperaturas menores que
290°C (Nogueira, 2005).

Com a incorporagdo dos fios de fibroina nos compdsitos, surge um novo pico, em 338 °C,

referente a degradacdo térmica dos fios de fibroina. Este pico mostra-se de acordo com a
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literatura, uma vez que a degradacdo dos fios de fibroina, de conformagio folha-B, ocorre em
temperaturas acima de 300 °C.

Com o aumento da quantidade de fios de fibroina nos compdsitos, a intensidade do pico
relacionado a degradacdo da fibroina aumenta e o pico relacionado a matriz de alginato tem sua
intensidade reduzida gradualmente. Isto ocorre, pois a quantidade mdssica de alginato nos
compositos é diminuida, portanto sua influéncia é menos pronunciada do que na membrana de

alginato puro.
5.2.1.6 Citotoxicidade indireta
As Figuras 39 e 40 apresentam os resultados do teste de citotoxicidade realizado para as

membranas dos compdsitos desenvolvidos neste trabalho em todas as diluicdes do extrato

estudadas e histograma de viabilidade celular para o extrato nao diluido, respectivamente.

100 ‘§K§\§\\\§§ 7

80 %\%\

gg
E
% 60 -
o P N ]
3
T 40 e
-E —&— Controle positivo
8 —@— Controle negativo
> Alginato

20| —w— Compésito 20% fios 7

| Compoésito 40 % fios ]
—<4¢— Compésito 60% fios [
\
0 T T T T T T T T T T T T T

10 100

Concentracao do extrato (%)

Figura 39: Viabilidade celular das membranas de alginato e dos diferentes tipos de compdsitos.

83



100 —

P (=) ®
< < (=]
1 1 1

Viabilidade celular (%)

[\
<
1

Alginato Compésito Compésito Compésito
20% fios 40% fios 60% fios

Figura 40: Histograma de viabilidade celular das membranas do compdsito para o extrato nao diluido.

Pode ser observado que nenhuma das amostras analisadas resultou em reducao de 50% da
populacdo de células. Porém, quando utilizada concentracdo do extrato de 100% houve uma
queda na viabilidade celular para valores entre 70% (compdsito com 20% fios), sendo
considerado citotoxico, pois estd no limite do recomendado na ISO 10993-5 (2009), e 90%
(alginato puro).

Um fator que pode influenciar a citotoxicidade dos compdsitos € a sericina presente nos
fios de fibroina utilizados. Como estes fios ndo passaram pelo processo de remog¢do da sericina
habitualmente realizado no laboratério pode-se esperar que eles tenham um contetido residual de
sericina maior, o que teria ocasionado a queda da viabilidade celular.

Outro fator seria o tratamento utilizado nas membranas utilizando H,SO,4. Caso haja
algum traco residual de dcido nas membranas, este causa uma diminui¢do no pH do extrato e
pode ocasionar a morte das células. A fim de evitar que isto acontecesse, apds o tratamento por
24 h em H,SO4 0,1M em etanol 50%, os compoésitos e a membrana de alginato puro foram

exaustivamente lavados com dgua destilada e imersos em dgua ultrapura por diversos dias, antes
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da realizacdo do teste de citotoxicidade. Esta dgua foi trocada 2 vezes por dia e considerou-se
satisfatorio quando o pH da dgua atingiu um valor de aproximadamente 6.

Além disso, deve-se considerar que o alginato resulta em menor viabilidade celular que a
fibroina e, no compdsito com 20% de fios de fibroina, por exemplo, sua quantidade massica é
elevada (80%). Com o aumento da quantidade mdssica de fios de fibroina e conseqiiente
diminui¢do de alginato, ocorre o aumento da viabilidade celular justamente pela presenca do

alginato ser menos pronunciada.

5.2.1.7 Calcificacao quimicamente induzida

O ensaio de calcificagdo quimicamente induzida foi feito nas membranas para verificar a
sua tendéncia de induzir a formacgao de depdsitos de calcificagao.

Foi verificado no decorrer do ensaio que as membranas de alginato (inicialmente imersas
em CaCl,) ndo mantiveram sua estrutura, dissolvendo apds a imersao na solu¢do de Na,CO; e na
suspensdo de NaHCOs. Isto ocorre porque o alginato dissolve em carbonato e bicarbonato, sendo
inclusive utilizada solu¢do de carbonato de sédio na extragdo do alginato das algas marinhas
marrons (Rinaudo, 2008).

Quando imersa na solucdo de K,HPO, a membrana de alginato estava aparentemente
integra, porém ao retiri-la da solucdo com auxilio de pinga a membrana se rompeu,
demonstrando que sua estrutura também ndo estava estdvel nesta solucdo. Ainda assim foi
possivel fotografar e realizar microscopia Optica com luz polarizada dos fragmentos da
membrana de alginato apds imersdo em Na,COs e K;HPO, (Figura 41). A membrana de alginato
ap6s imersao em NaHCOs; dissolveu completamente.

Como a membrana de alginato apresentou maior estabilidade frente a solu¢ao de K,;HPO,,
as membranas da blenda e de fibroina foram imersas somente nesta solu¢do apds a imersao em
CaCl,. A membrana de fibroina manteve-se integra apds a imersao na solu¢dao de K,;HPO,, porém
a membrana da blenda se rompeu, o que jd era esperado, uma vez que apresenta em sua
constituicdo 75% de alginato. A Figura 42 apresenta as fotografias e micrografias dpticas com luz

polarizada das membranas de fibroina e da blenda apds imersao em K,HPO,.
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Figura 41: Fotografia (a) e micrografia 6ptica de luz polarizada (b) das membranas de alginato apds

imersdo em solugdo de Na,CO; (1) e K,HPO, (2). Aumento de 10 vezes.

Figura 42: Fotografia (a) e micrografia 6ptica de luz polarizada (b) das membranas da blenda (1) e de

fibroina (2) ap6s imersao em solugdo de K,HPO,. Aumento de 10 vezes.

O teste de calcificacdo quimicamente induzida ndo pdde ser realizado adequadamente

devido a alta solubilidade do alginato no carbonato e no bicarbonato. Porém, mesmo com a
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membrana tendo sua estrutura desestabilizada, foi possivel observar a deposi¢do de alguns
cristais de maneira anisotrépica nas membranas de alginato apds deposicdo de carbonato e na
membrana de fibroina, apés a deposi¢ao de fosfato, devido a birrefringéncia observada ao utilizar
o filtro polarizador. Portanto, estas membranas podem induzir a deposi¢do de precipitados
inorganicos, porém a solubilizacdo da membrana no meio inviabiliza estudos mais detalhados.

Para verificar se as membranas dissolveriam em meio de fluido corpdreo simulado (SBF)
foi feito um teste rdpido, adicionando a membrana da blenda e a membrana do compdsito com
40% de fios de fibroina em SBF 1,5x por 12 horas. Caso as membranas ndo dissolvessem no SBF
poderiam ser realizados testes de calcificacdo in vitro em SBF por 7 dias, para verificar de
maneira mais adequada a formac¢ado de depdsitos de calcificacao.

Conforme j4 era esperado, verificou-se que as membranas ndo se mantiveram estdveis no
SBF, rompendo-se. A membrana do compdsito apresentou maior estabilidade devido aos fios de
fibroina, porém a matriz de alginato foi afetada e os fios pareciam estar soltos, podendo ser
retirados facilmente da matriz. A Figura 43 apresenta as fotografias, micrografias dpticas com luz
polarizada e micrografias eletronicas das membranas da blenda e do compdsito com 40% de fios

apds imersao em SBF.

Figura 43: Fotografia (a), micrografia 6ptica de luz polarizada, aumento 10 vezes (b) e micrografia

eletrdnica de varredura (c) das membranas da blenda (1) e do compésito com 40% de fios (2).
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Nao foi verificada a presenca de depdsitos cristalinos na superficie das membranas. A
membrana do compdsito apresentou certa birrefringéncia devido a cristalinidade dos fios de
fibroina. Pela micrografia de MEV verificou-se que tanto a membrana da blenda quanto a do
compdsito tiveram sua integridade afetada devido ao SBF. A membrana do compdsito apresentou
rachaduras na matriz de alginato por toda a sua extensao.

Desta maneira, nao foi possivel prosseguir com os ensaios de calcificagdo em SBF por 7
dias devido a baixa estabilidade do alginato frente a esta solucdo. Os tipos de membranas
preparadas e estudadas neste trabalho nao sdo adequados para utilizacdo em locais onde seja
necessdria a ocorréncia de calcificagdo, como por exemplo, na regeneracdo 6ssea. Além disso,
acredita-se que o alginato ndo seja adequado para aplicagdes em contato com o plasma
sanguineo, degradando-se rapidamente. Por outro lado, estes resultados reforcam a possibilidade
da utilizacdo destas membranas como curativos, estando em contato direto com a pele, onde a

calcificagcdo ndo € desejada.
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6 DISCUSSAO FINAL

A miscibilidade ¢ um dos parametros mais importantes no desenvolvimento de blendas
poliméricas. Blendas podem ser imisciveis (separagdo macroscépica de fases), misciveis ou
parcialmente misciveis. Blendas imisciveis normalmente apresentam propriedades mecanicas
insatisfatorias. As blendas obtidas em testes preliminares utilizando alginato dissolvido em 4gua
destilada apresentaram comportamento tipico de blendas imisciveis, com separa¢do macroscopica
de fases na forma de fibrilas e baixa resisténcia mecanica. Isto ocorreu devido as interagdes
fibroina-fibroina serem favorecidas no meio aquoso. J4 o alginato dissolvido em NaOH, devido
ao valor de pH bésico que apresenta, diminui a interacao fibroina-fibroina, possibilitando uma
melhor interacdo fibroina-alginato, quando utilizadas grandes propor¢des de alginato.

A blenda desenvolvida neste trabalho apresentou semi-miscibilidade entre seus
componentes, com separacdo microscopica de fases em forma globular. A morfologia
apresentada pela blenda foi muito interessante, mostrando fase continua de alginato, contendo
glébulos regulares, auto-organizados, constituidos principalmente de fibroina. Estes resultados
sao inéditos, tanto na obtencdo da blenda, na dissolucdo de seus componentes, no tratamento
utilizado na estabilizacio das membranas e, principalmente, na verificacio de que a estrutura
globular formada era constituida de fibroina, e esta estrutura era formada de forma amorfa,
mesmo apods tratamento para estabilizacdo da membrana.

A incorporagdo do alginato na fibroina melhorou algumas de suas propriedades como
grau de intumescimento, permeabilidade ao vapor d’4dgua e hidrofilicidade. Estas melhorias
devem-se principalmente ao fato do alginato ser um polimero hidrofilico e com isto é capaz de
reter maior quantidade de dgua. As propriedades mecanicas da blenda também apresentaram
aumento significativo quando comparadas com a membrana de fibroina pura, tanto para a tensao
na ruptura como para o alongamento das membranas da blenda.

As propriedades térmicas da blenda foram melhoradas devido a presenca de fibroina em
sua estrutura, sendo os valores dos picos de degradacdo dos dois componentes deslocados para
valores intermedidrios, o que indica semi-miscibilidade entre a fibroina e o alginato. Além disso,
a presenca de fibroina na blenda aumentou a viabilidade celular, tornando estas membranas mais

adequadas para usos biomédicos.
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A partir da formacao de blendas de fibroina e alginato foi possivel obter uma sinergia de
propriedades, sendo que o alginato agiu de maneira a melhorar as propriedades fisicas e
mecanicas da membrana, enquanto que a fibroina agiu melhorando as propriedades térmicas e a
citocompatibilidade.

Os compdsitos obtidos com a adi¢do de fios de fibroina no alginato resultaram em um
material bastante uniforme, com alta maleabilidade e elevada resisténcia ao rasgo. Além disso,
nos compésitos com 60% de fios de fibroina verificou-se a presencga de sitios adequados para o
crescimento de células, e com permeabilidade ao vapor d’dgua adequada para uso em curativos,
além da possibilidade de serem feitos scaffolds com este material.

Todos os compésitos desenvolvidos neste trabalho, com excecdo do compdsito com 20%
de fios, apresentaram uma boa interface fibra-matriz, claramente visualizada pelas micrografias
de MEV e resultados do teste mecinico. E importante ressaltar que ndo foi feito qualquer
tratamento de superficie dos fios previamente a sua utilizacdo neste trabalho. Normalmente na
fabricacdo de compositos, € feita uma série de tratamentos de superficie e também a adi¢do de
agente de acoplagem para aumentar a adesdo entre as fibras e a matriz, obtendo-se assim
melhores propriedades mecanicas.

Isto indica o potencial de aplicacdo dos fios de fibroina na obtencdo de materiais
compdsitos para as mais diversas finalidades. Além disso, a utilizacdo de fios de fibroina na
formacdo de compdsitos poliméricos pode resultar em um material com caracteristicas adequadas
para aplicacdo como biomaterial, principalmente devido a obten¢do de um material maledvel e
resistente, com fibras que podem orientar a aderéncia e crescimento celular.

A fibroina foi muito pouco explorada até o presente momento em materiais compdsitos e

o seu potencial de aplicagdo € claramente visualizado neste trabalho.
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7 CONCLUSOES

Blendas de fibroina de seda e alginato de s6dio foram obtidas neste trabalho, sendo o
método de obtengdo e as caracteristicas apresentadas por esta blenda, inéditos na literatura. A
blenda apresentou separa¢do microscopica de fases na forma de estruturas globulares compostas
por fibroina em sua maior propor¢do. O comportamento fisico e quimico da blenda foi
intermedidrio entre os seus componentes puros, porém mais voltado para o alginato na maioria
dos casos. Foi possivel obter sinergia entre os componentes da blenda em relacdo a propriedades
fisicas, térmicas e de citocompatibilidade.

Os compdsitos de alginato com fios de fibroina puderam ser obtidos com dispersao
uniforme dos fios na matriz de alginato. Observou-se boa interacdo fibra/matriz para todas as
composigoes testadas, com excecdo do compédsito com 20% de fios. Os compdsitos apresentam
propriedades interessantes, como alta maleabilidade e resisténcia ao rasgo.

Tanto as membranas da blenda como as membranas dos compdsitos apresentaram boa
viabilidade celular, ndao sendo téxicas as cé€lulas. A boa viabilidade celular destas membranas
aliada a sua maleabilidade e aos bons resultados de aplicacio de membranas de fibroina e
alginato puras como curativo para ferimentos, ressaltam o potencial de aplicacdo das blendas e
compdsitos obtidos neste trabalho como curativos de ferimentos e queimaduras devido a sinergia
entre seus componentes. Além disso, o compdsito com 60 % de fios de fibroina pode ser utilizado
para a obtencdo de scaffolds biopoliméricos por possuir poros com tamanho adequado para o

crescimento de células.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Testar tempos maiores de extracdo dos glébulos de fibroina da blenda, a fim de verificar
se a estrutura residual observada no interior dos glébulos é composta por alginato ou por fibroina;

- Estudar a termodindmica de separacdo de fases que ocorre entre a fibroina e o alginato,
buscando definir o ponto em que esta separacdo passa da estrutura globular para a formacdo de
fibrilas;

- Obter um compdsito de fibras de fibroina e matriz de fibroina, com o objetivo de formar
um scaffold para regeneracdo 6ssea com melhores propriedades mecanicas;

- Testar a adicdo de agente cicatrizante nas membranas da blenda e dos compdsitos de
maneira a formar um curativo com liberacao controlada do medicamento;

- Fazer testes de adesdo e crescimento celular, tanto nas membranas das blendas, quanto

nas membranas dos compositos.
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