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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo diminuir o tempo de formacao de hidrogéis de fibroina utilizados na produ-
¢do de scaffolds para aplicacBes na &rea médica e odontoldgica. Para a extracdo da fibroina foram utilizados
0s solventes: brometo de litio e uma solucéo ternaria (cloreto de célcio + élcool etilico + &gua). Realizaram-
se também modificagdes na membrana utilizada na diélise, de modo a diminuir o tempo para a formagéo de
hidrogel e, consequentemente, obtencdo dos scaffolds. A Tomografia por Transmissdo de Raios-x confirmou
a formacdo de scaffolds contendo 73,282% de porosidade total, sendo 73,272% de poros abertos interconec-
tados, e densidade de conectividade entre os poros de 665,728 poros/mm®. A microscopia 6ptica mostrou que
a estrutura dos scaffolds é constituida por fios com didmetro de 24 um. Por meio da espectroscopia infraver-
melho (FTIR) foi possivel confirmar a presenga das bandas de Amida I, Il e 111, carateristicas da fibroina, ao
final do processo de extracdo. A andlise de DSC apresentou dois picos endotérmicos em 60 °C e 297 °C cor-
respondentes a liberacdo de dgua e fusdo da proteina, respectivamente. As modificagdes realizadas na mem-
brana, proposta neste trabalho, diminuiram significativamente o tempo para a formacéo de hidrogel, precur-
sor dos scaffolds, ocorrendo durante os trés dias de dialise.
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ABSTRACT

The aim of this work was to reduce the formation time of fibroin hydrogels used in the production of scaf-
folds for medical and dental applications. For the extraction of fibroin the solvents were used: lithium bro-
mide and a ternary solution (calcium chloride + ethyl alcohol + water). Modifications were also made to the
membrane used in the dialysis, in order to decrease the time for hydrogel formation and, consequently, ob-
taining the scaffolds. The Tomography by X-ray Transmission confirmed the scaffolds formation containing
73.282% total porosity, with 73.272% of open pores interconnected, and connectivity density between pores
of 665,728 poros/mm?. Optical microscopy showed the structure of the scaffolds is made up of wires with a
diameter of 24 um. Through infrared spectroscopy (FTIR) it was possible to confirm the presence of the
Amida I, 1l and Il bands, characteristics of fibroin, at the end of the extraction process. The DSC analysis
showed two endothermic peaks at 60 °C and 297 °C corresponding to the water release and protein fusion,
respectively. The membrane modifications proposed in this work significantly reduced the time for hydrogel
formation, precursor of the scaffolds, occurring during the three days of dialysis.
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1. INTRODUCAO

Os biomateriais abrangem um grande nimero de diferentes tipos de materiais que tém sido estudados ao lon-
go de décadas. Os avangos dos materiais sintéticos, técnicas cirdrgicas e métodos de esterilizagcdo tém permi-
tido a utilizacdo de biomateriais em muitos casos [1]. Tem-se, como exemplo, a aplicacdo de biomateriais
sintéticos na regeneracao do tecido 6sseo, como uma alternativa aos enxertos 9sseos, visto que estes ndo da-
nificam tecidos saudaveis e ndo aumentam os riscos de contaminaces virais e bacterianas [2].
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Uma estrutura interessante para reconstituicdo 6ssea sdo os biomateriais na forma de scaffolds, que
sdo estruturas porosas tridimensionais que servem de molde para o crescimento celular, ou seja, para a for-
macao de um novo tecido 6sseo [3]. Devem possuir um arranjo que mimetize os meios fisicos e quimicos do
tecido saudavel, para guiar a migracdo, diferenciacdo e proliferacdo tecidual [4]. Os scaffolds para regenera-
cdo Ossea devem atender a certos critérios para desempenhar esta funcéo, inclusive propriedades mecanicas
semelhantes as do local da reparacdo 6ssea, a biocompatibilidade e biodegradabilidade, a uma taxa compati-
vel com a remodelacéo [5].

Diversos estudos [2, 3, 5, 6] tem discutido o potencial de aplicagfes da fibroina de seda na reconstitui-
cdo tecidual, sob a forma de scaffolds, o que torna a fibroina um biomaterial versatil para esse tipo de aplica-
¢do. Considerando a parte estrutural dessa proteina, a mesma se compde por duas cadeias, uma de alto e outra
de baixo peso molecular (325 kDa e 25 kDa respectivamente), e suas fibras possuem entre 10 e 25 um de
didmetro [6]. Além disso, a fibroina apresenta em seu arranjo molecular dois dominios: um amorfo, também
chamado de seda | (silk 1), e outro cristalino, ou seda Il (silk Il). Na seda I, o polipeptidio constituido por
uma hélice-a € mantido por ligac6es de hidrogénio. Em contrapartida, a conformacao em folha-f ¢ resultante
da formagédo de pontes de hidrogénio entre dois ou mais polipeptidios adjacentes, resultando em uma estrutu-
ra termodinamicamente estavel. Na seda |1, tém-se uma série de repeticdes dos aminoéacidos alanina e glicina,
conectados por serina ou tirosina. A cadeia cristalina da fibroina contém uma estrutura secundaria em folha-p,
0 que confere a proteina caracteristicas como resisténcia a tragéo, por exemplo [7].

A extracdo da fibroina envolve basicamente trés etapas: 1) separacao da fibroina de outras proteinas,
particularmente da sericina que envolve os fios de fibroina; 2) dissolucdo da fibroina; e 3) dialise. A solugdo
obtida ao final deste processo é entdo gelificada formando, apds sua liofilizagdo, uma estrutura porosa e resis-
tente mecanicamente [8, 9, 10]. Ha na literatura diversos trabalhos que utilizam processos diferentes para
separar a fibroina de outras proteinas existentes na formacdo do fio da seda. Para esta etapa alguns autores
utilizam o aquecimento sob pressdo a 120 °C em autoclave [11,12], outros realizam uma lavagem em solucéo
salina [4, 7]. Assim, a etapa para a dissolucéo da fibroina, por sua vez, pode ser realizada por diferentes solu-
¢oes como relatado por ROCKWOOD et al. (2011) [13].

Visto que a fibroina pode ser obtida por diferentes métodos, este trabalho tem como objetivo propor
uma modificacdo na etapa de diélise, utilizando membranas com cut-off maior e submetendo-as a um trata-
mento prévio de lavagem, de modo a diminuir o tempo para a formacéao de scaffolds.

2. MATERIAIS E METODOS

O método utilizado para extragdo da fibroina seguiu o protocolo descrito por ROCKWOOD et al. (2011) [13],
o qual se divide em trés etapas: diluicdo, dialise e centrifugacéo.

2.1 Diluicao

Para a extracdo da fibroina foram cortados 5g de casulos do bicho da seda Bombyx mori, e pesados 4,24g de
Na,CO;. Diluiu-se o carbonato em um béquer de 2L contendo &gua ultrapura, sob agitacdo constante. Imergi-
ram-se 0s casulos nesta solucdo, em aquecimento até a fervura, durante 35 min. Esta fase envolve a remogéo
de sericina e outras proteinas presentes em torno dos fios de fibroina, que sdo sollveis por meio de aqueci-
mento em solucdo de carbonato de sédio (Na,COs) [14]. As fibras obtidas foram imersas em um béquer de
2L com é&gua ultrapura, por 20 min (repetindo-se 3 vezes a lavagem), e colocadas em seguida em placa de
Petri e levadas a estufa por 24h, com temperatura de 50°C.

2.1.1 Solvente ternario

As fibras foram lavadas em solucdo aquosa de Na,C0O;0,5% (m/v). Preparou-se a solucéo ternaria salina para
diluicdo, em um béquer de 1L sob agitacdo constante, onde 60g de cloreto de calcio dihidratado foram dis-
solvidos em 44,14ml de &gua ultrapura e depois adicionados 47,60ml de alcool etilico. Aguardou-se até que o
sal se dissolvesse totalmente na solugdo. Num béquer de 1L foram adicionados 50ml da solucdo ternaria
CaCl,.2H,0-CH;CH,0H-H,0 (proporcéo 1:2:6 molar) [15] para cada 5g de fibras de seda obtidas na etapa
anterior. O béquer contendo a mistura foi imerso em equipamento para banho-maria QUIMIS®, numa tem-
peratura de 85°C durante aproximadamente 20 min. A solucdo resultante tornou-se inteiramente liquida, um
pouco viscosa e de aspecto amarelado.
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2.1.2 Solvente 9,3 M Brometo de Litio (LiBr)

De acordo com a molaridade referida (9,3 M), foram adicionados 40,38g de LiBr em 50ml de agua ultrapura,
para preparo da solugcdo. A quantidade de LiBr e agua variam com a quantidade experimental necessaria. A
proporcdo segundo a literatura é de 1g de fibra de fibroina seca para 4ml de 9,3 M LiBr [16], entdo, para 5¢
de fibras iniciais adicionam-se 20ml de solvente. Como a solucgdo de brometo de litio tem um maior poder de
dissolugdo da fibroina, logo imergidas nesta solugdo, a fibras se decompd@e rapidamente. A mistura ja total-
mente liquida é deixada em agitag¢do constante 4 60°C, por 4h. Ao final se obtém uma solugdo pouco viscosa
e levemente amarelada.

2.2 Diélise
A diélise é uma etapa importante do processo e para este trabalho utilizou-se uma membrana de celulose
MWCO 12.000 Da, da marca Sigma.

O processo de dialise, é fundamental para a remocédo do sal (CaCl,.2H,0 ou LiBr) e outras impurezas
contidas na solucdo de fibroina. Também considerada a etapa critica, ja que pode ocasionar a passagem do
sal como também da fibroina para fora da membrana, por isso essa fase merece atencdo. No caso do solvente
ternario, o alcool se evapora no processo de diluicéo.

2.2.1 Membrana sem tratamento

No primeiro teste a membrana foi utilizada sem tratamento prévio, ou seja, a membrana foi apenas lavada em
agua destilada e em seguida preenchida com a solugdo de fibroina. Para cada 15cm de membrana, aproxima-
damente, inseriu-se 12ml de solucdo de fibroina. Imergiu-se, cada tubo de diélise, em béqueres com 1L de
agua ultrapura, sob agitagdo magnética constante. A agua do béquer foi trocada apds 1h. Trocou-se novamen-
te apds 8 horas, totalizando 6 trocas de agua durante as 48h seguintes. Ao final do processo obtém-se uma
solugdo de fibroina pouco viscosa.

2.2.2 Membrana com tratamento

Em um segundo teste, a membrana foi tratada previamente, sendo inicialmente lavada em agua corrente du-
rante 3 a 4 horas. Logo, esta foi transferida para uma solugéo de 0,3% (m/v) de sulfeto de sodio a 80°C por 1
minuto e lavada em agua corrente a 60°C durante 2 minutos. Na etapa seguinte a membrana foi acidificada
com uma solugdo de acido sulflrico a 0,2% (v/v) e enxaguada com dgua quente para remogao do &cido. Por
fim, foi armazenada em recipiente com agua ultrapura a temperatura ambiente.

A diélise seguiu 0 mesmo procedimento descrito no item 2.2.1 acima sendo que, neste caso, no segun-
do dia de didlise é possivel observar a formacéo de um corpo sélido denominado hidrogel [17, 18]. Durante
esta dialise a solugéo restante tornou-se mais viscosa, formando um gel.

2.3 Centrifugagéao

A solugdo de fibroina obtida na etapa 2.2.1 foi colocada em tubos falcon de 60ml, os quais foram transferidos
para uma centrifuga Thermo SCIENTIFIC®, modelo Sorvale ST 16R Centrifuge, sob rotacdo de 11.000
RPM durante 30 minutos. Apds esse tempo formou-se um precipitado que € removido dos tubos. A solugéo é
novamente centrifugada nas mesmas condigdes, resultando num total de 1h de centrifugacdo. Nesta segunda
etapa praticamente ndo foi observada a formacéo de precipitado no fundo dos frascos. Caso haja a formacéo
de precipitado uma nova centrifugacao € realizada para garantir a pureza final da solugdo de fibroina. Se ndo
for utilizada logo em seguida, a solucdo é armazenada em geladeira a temperatura na faixa de 5 a 10°C.

No caso de dialise com membrana tratada (item 2.2.2), forma-se ao final do processo um hidrogel
imerso em um gel no interior da membrana. O hidrogel é retirado, lavado rapidamente com agua destilada
para retirar o excesso de gel na sua superficie, e transferido para geladeira para posterior congelamento e lio-
filizacdo. O gel restante é submetido ao mesmo processo de centrifugacdo e armazenagem descrito acima.

2.4 Concentracéo de fibroina na solucgéo

Mediu-se o valor das massas em todas as etapas do procedimento, aplicou-se a formula do “Titulo”, também
conhecida como “Porcentagem em massa de uma solugdo”, a qual se refere a relagdo entre a massa do soluto
(m;) e a massa da solugdo (m), segundo a equagéo:
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T="1.100% (1)

2.5 Obtencédo de scaffolds

As amostras foram armazenadas na forma de gel e hidrogel em moldes, no congelador a -4°C por 48h. Em
seguida os moldes foram transferidos para o biofreezer & -80°C durante 4 dias. Apds esse periodo as amostras
congeladas foram liofilizadas, permanecendo por 48h a uma temperatura de -50°C. Em seguida as amostras
foram retiradas do liofilizador, analisadas visualmente e com o auxilio de microscépio optico.

2.6 Caracterizagao

As amostras foram caracterizadas em um Tomografo por Transmissdo de Raios-X com resolucédo de 19,5 um,
num equipamento da Bruker microCT, modelo SkyScan 1174, utilizando tensdo de 29 KV, corrente de 661
MA e filtro de Aluminio com 0,25 mm de espessura; espectroscopia na regido do infravermelho - FTIR, utili-
zando um espectrofotémetro de transformada de Fourier da Perkin Elmer, modelo Spectrum 65; e calorime-
tria diferencial de varredura utilizando um DSC-60, marca Shimadzu.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em funcdo das variagdes no processo de sintese, obtiveram-se resultados diferenciados quanto a formagao de
solugdo, hidrogel e gel de fibroina.

A utilizacdo de membrana de dialise sem tratamento prévio (apenas com lavagem em agua destilada)
resultou numa solucéo de fibroina ao final da didlise. A obtencdo de hidrogel a partir dessa solucdo requer
um tempo de diélise maior (5 a 10 dias), de modo a elevar a viscosidade da solucdo e provocar a cristalizacdo
das cadeias de fibroina. Este acaba sendo um processo mais demorado e de custo um pouco mais elevado.

A formacdo de hidrogel ocorre, com maior facilidade e rapidez (trés dias), quando se utiliza a mem-
brana tratada segundo as etapas descritas no item 2.2.2 acima. Este resultado se deve ao aumento no tamanho
dos poros da membrana devido ao tratamento recebido. Isto acelera a retirada do sal presente na solugéo au-
mentando a quantidade de 4gua em contato com as cadeias da fibroina no interior da membrana. A agua, se-
gundo a literatura, favorece a cristalizagéo das cadeias de fibroina com a formagéo de folhas  [19].

O tamanho dos poros da membrana é um ponto importante na formacao do hidrogel. Geralmente, o
que se reporta na literatura é a utilizacdo de membranas de 3.500 Da, que é suficientemente permeével para
permitir que os sais e a 4gua permeiem livremente pela sua parede, mantendo no interior da membrana as
cadeias curtas e longas de fibroina [10].

Neste trabalho foram utilizadas membranas com cu-off de 12.000 Da que, juntamente com seu trata-
mento quimico prévio, acelera o processo de dialise fazendo com que as cadeias mais curtas de fibroina se-
jam retiradas com maior rapidez. Isto resulta em uma maior concentracdo de cadeias longas de fibroina no
interior da membrana reduzindo, deste modo, o tempo para a formacéo dos scaffolds.

A sintese com brometo de litio formou apenas solucéo de fibroina ao final de trés dias de dialise. Nes-
ta extragdo com o brometo de litio (9,3 M), o processo foi 0 mesmo que o realizado com o solvente ternério
(CaCl,.2H,0 — CH3CH,0H — H,0; 1:2:6 molar) [20]. Este resultado se deve ao maior poder de dissolucdo do
brometo de litio. Segundo a literatura [10] a dissolugdo da fibroina em solucdes salinas depende da concen-
tracdo de sal e aumenta na seguinte ordem: a) para anions: sulfato < citrato < tartarato < acetato < cloreto <
nitrito < brometo < iodeto < tiocianato < dicloroacetato; b) para cations: Ca®* < Sr** < Ba*" < Li* < zn*".

A solugdo de LiBr utilizada nas mesmas condic¢Bes de processo (temperatura e tempo) que a solugéo
ternaria, faz com que ocorra uma maior quebra das cadeias da proteina. Isto resulta, ao final do processo de
dissolugdo, em um maior ndmero de cadeias mais curtas de fibroina. Esta solucéo, dialisada agora com mem-
branas de 12.000 Da e previamente tratadas quimicamente contém, provavelmente, uma menor concentragao
de cadeias da proteina com tamanho suficiente para formag&o do hidrogel, o que justificaria o resultado obti-
do.

3.1 Concentragéo de fibroina na solugéo

A determinacdo da concentracédo de fibroina foi realizada apenas para a massa da solugdo liofilizada, onde se
obteve o soluto puro, no caso a fibroina pura, que representou m; = 4,40605g, e a massa da solugdo final de
fibroina, que indica a massa da solugcdo (m = 48,1887g). Sendo assim, a concentracao de fibroina na solugdo
equivale a 9,1433%. O resultado apresenta-se préximo ao relatado na literatura, que é de 10% [18]. Porém, o
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resultado ndo obteria 10% devido a perda de massa, que envolve a remocao de outra proteina, sericina, conti-
da nos casulos.

3.2 Microscopia 6ptica

As amostras de géis e hidrogéis foram coletadas e transferidas para moldes. Apés liofilizacdo, avaliou-se a
conformacéo estrutural dos scaffolds. Notou-se que estes obtidos a partir dos géis ao serem visualizados em
microscopio Gptico, apresentavam uma estrutura pouco porosa e com fibras desconexas e quebradicas, como
mostra a Figura 1. Os scaffolds dos hidrogéis formaram matrizes porosas que analisados no microscopio 6p-
tico (Fig. 2-c) apresentam-se como um emaranhado de fios de fibroina, com cadeias extensas. Os fios possu-
em diametro médio de 24 um, correspondendo a faixa relatada na literatura [18] que varia de 10 a 25 pum.

3.3 Tomografia de Raios-X

Além da técnica da microscopia optica utilizou-se também a Tomografia por Transmissdo de Raios-X para
analisar os scaffolds de hidrogel, com a qual se p6de analisar a estrutura da amostra representada pela Figura
3. Nesta figura é possivel observar claramente a obtencdo de um material poroso, bem como a interconectivi-
dade entre seus poros.

Figura 3: Tomografia de raios-X em trés angulos diferentes do scaffold obtido a partir do hidrogel.

Esta amostra com 10,034 mm® e 4rea superficial de 30,534 mm?, apresentou 73,282% de porosidade
total, sendo 73,272% de poros abertos interconectados. A densidade de conectividade entre os poros foi de
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665,728 poros/mm?®. A quantidade de poros fechados (ndo conectados) correspondeu a 0,037% do volume
total da amostra, valor este que pode ser desprezado comparando-se com a porcentagem de poros abertos. Na
superficie da amostra, com uma é&rea de 32,727 mm?, foi observada a presenca de poros fechados correspon-
dendo a um total de 0,297 mm?.

Estes valores sdo importantes, pois a proliferacdo celular no interior do scaffold para a formagéo de
novo tecido 0sseo s ocorrera se 0s poros, desde a superficie da amostra até seu interior, forem abertos e in-
terconectados. Portanto, os resultados obtidos para o scaffold de hidrogel produzido neste trabalho indicam
que este material apresenta condigdes, do ponto de vista estrutural, para ser utilizado em restauragdes 0sseas.

3.4 Espectroscopia naregido do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma ferramenta muito versatil e Util para informar sobre as
estruturas de proteinas, obtida da anélise da banda de amida | que ocorre na regido de 1.700-1.600 cm™. Esta
banda é bastante complexa, pois envolve estruturas secundérias (a-hélice, folhas B, voltas f e irregulares), e
esta relacionada principalmente com o estiramento C = O. A amida |l corresponde a deformacédo angular no
plano do grupo N-H (60%) e pelo estiramento C-N (40%). A banda referente a esta amida aparece em torno
de 1.550 cm™. A amida I1, cuja banda pode ser observada na regido de 1.230-1.300 cm™, resulta da combi-
nacao das vibracdes de estiramento do N — C e de flex&o do grupo C = O, e esta relacionada a conformagéo
de folha-p [19].

A Figura 4 mostra o espectro infravermelho da fibroina que foi liofilizada. Neste, pode-se observar a
presenca das bandas caracteristicas desta proteina. Tém-se claramente as trés bandas referentes aos grupos
amida, correspondentes & amida | em 1.643 cm™, amida Il em 1.518 cm™ e amida Il em 1.234 cm™.

f=]
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N \‘ “ \‘ ‘\ ¥
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Figura 4: Espectro infravermelho da fibroina liofilizada, com a presenga das bandas caracteristicas referentes aos grupos
amida I, Il e lll. [2, 7]

Os espectros das amostras obtidas com a solugdo de 9,3 M LiBr e com o solvente ternario sdo apre-
sentados na Figura 5. O espectro referente ao scaffold obtido via solugdo ternéria (Figura 5B) apresentou-se
semelhante ao da Figura 4, onde se observa claramente a presenga das trés bandas referentes as amidas I, 1l e
11, respectivamente em 1.683 cm™, 1.558 cm™ e 1.249 cm™.

A amostra de fibroina obtida via solu¢do de brometo de litio (Figura 5A), apresentou a banda referente
a amida | um pouco deslocada, em 1.708 cm™. A banda da amida 111, um pouco mais intensa, esta presente
em 1.249 cm™. No espectro a banda da amida Il est4 presente em 1560 cm™, porém, néo se observa clara-
mente esta banda como nos demais espectros. Esta diferenca deve-se provavelmente ao fato do LiBr ser um
solvente mais agressivo do que a mistura ternéria, o que provocaria maior alteracdo na estrutura da cadeia da
proteina.

3.5 Calorimetria exploratéria diferencial - DSC

A anélise DSC foi realizada em amostras com 2 mg, de gel e hidrogel de fibroina, cujas curvas sdo apresen-
tadas nas Figuras 6 e 7. As duas amostras exibem curvas semelhantes, sendo que o primeiro pico endotérmi-
co observado para as duas amostras, acorre em 60°C e correspondente ao inicio da evaporagdo da agua. Fora
este pico devido a &gua, as amostras ndo apresentaram qualquer outra transicao térmica até a temperatura de
280°C, resultado considerado importante para um biomaterial, pois demonstra que até essa faixa de tempera-
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tura ndo ocorre decomposicdo do material. Estes corroboram com os estudos relatados na literatura que mos-
tram a decomposicao de biopolimeros entre 280° C e 300° C, aproximadamente [9, 21].
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Figura 5: Espectro de Infravermelho para amostras de scaffolds utilizando-se A) solvente 9,3 M BrLi e B) solvente ter-

nario. (n°de scans: 64, resolugdo: 4).

Um segundo pico endotérmico é observado em 297°C, que corresponde ao ponto de fusdo da fibroina
[19]. Este sinal aparece mais intenso no DSC do scaffold obtido a partir do hidrogel, provavelmente devido a
maior concentracdo de fibroina presente nesta estrutura. O comportamento de decomposicéo ocorrido nessas
amostras sdo semelhantes aos observados em materiais de seda ndo orientados com estrutura de folha 3 [21,
22]. A formacédo dessas estruturas de folha B sdo importantes pois servem como liga¢fes cruzadas, estabili-

zando as moléculas de fibroina [9].
Os resultados de DSC, assim como o0s espectros infravermelho, sdo importantes, pois confirmam a

presenca da fibroina ao final do processo de extracdo e nos scaffolds.
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Figura 6: Curva DSC obtida para a amostra de hidrogel de fibroina (taxa de aquecimento de 10°C /min, nitrogénio atm)
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Figura 7: Curva DSC obtida para a amostra de gel de fibroina (taxa de aquecimento de 10°C /min, nitrogénio atm).

4. CONCLUSOES

A proposta do trabalho em produzir scaffolds em um menor tempo foi atingida, onde se conseguiu um produ-
to final com alto grau de porosidade e reprodutibilidade do processo. Os resultados mostraram a viabilidade
em utilizar membranas, com poros maiores e submetidas a um tratamento quimico prévio, na formagéo de
scaffolds de fibroina. O emprego dessas membranas permitiu a formacao de gel e de hidrogel durante a dili-
se em apenas trés dias, tempo este bem menor do que o relatado na literatura. O mesmo resultado, porém, nao
se repetiu quando a solucéo ternaria € substituida pelo brometo de litio, o qual inviabiliza a gelificacdo da
solugdo de fibroina durante sua diélise. Este resultado se deve ao fato deste reagente apresentar maior poder
de dissolucéo das fibras, em comparagdo com o solvente ternério utilizado no trabalho.

As técnicas de FTIR e DSC confirmaram a presenca de fibroina ao final da extragdo, com as variagdes
de processo utilizadas. O scaffold do hidrogel liofilizado apresentou-se totalmente poroso, com poros inter-
conectados desde a sua superficie, que pdde ser visualizado pela Tomografia por Transmisséo de Raios-X. A
andlise por microscopia éptica mostrou que esta estrutura é composta por fios com didmetro médio de 24pum.
Os scaffolds obtidos a partir do gel liofilizado aparentaram-se menos porosos, com fibras desconectadas, e
mecanicamente mais frageis devido a presenca de cadeias mais curtas de fibroina.
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