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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar scaffolds a base de
nanocelulose (NCs) e quitosana (CS), especialmente destinadas a regeneragao
o0ssea. As NCs foram obtidas por hidrdlise da polpa de celulose com acido sulfurico
(H2S0O4 - 45%). Em seguida, os scaffolds foram preparados a partir da esterilizagao
e posterior liofilizagdo de uma formulagdo compostas por NC e CS (10% v/v), e outra
composta por 100% de NCs. As amostras foram analisadas por Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). As micrografias obtidas, evidenciaram a formacdo de uma
topografia esponjosa, altamente porosa, com distribuigdo de tamanho de poros na
faixa de 0,7 a 22,6 um para os scaffolds produzidos com NCs, e de 13,5 a 199,6 um
para os com NCs e CS. Os nanomateriais preparados apresentaram caracteristicas
desejadas para a aplicagao pretendida, uma vez que pode favorecer a migragao de
diferentes células relacionadas ao processo de regeneragao tecidual e, assim,

responsaveis pelo desenvolvimento de um novo tecido 6sseo.

Palavras-chave: Biomaterial, scaffolds, tecido 6sseo, poros, regeneragao.

INTRODUGAO

Biomateriais sdo substancias, sintéticas ou naturais, desenvolvidas para tratar,
substituir ou melhorar tecidos, 6érgaos ou fungdes do corpo, com o objetivo de manter
ou melhorar a qualidade de vida dos pacientes [1].

Nos ultimos anos, a busca por novos biomateriais tem ganhado notoriedade na
medicina regenerativa, especialmente no desenvolvimento de scaffolds aplicaveis em
terapias de regeneracgao tecidual 6ssea. Vale salientar que estes produtos precisam
ser idealizados de acordo com as aplicagdes de interesse, ou seja, de forma a atender
0s requisitos biolégicos, mecanicos e estruturais para executar adequadamente a
funcao desejada com um desempenho biolégico satisfatorio [2].

Na engenharia de tecidos (ET), os polimeros de origem natural sdo mais
utilizados devido a um conjunto de propriedades superiores aos sintéticos, como
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, biodegradabilidade ajustavel para
promogao o crescimento de novos tecidos. Na produgéo de scaffolds para engenharia

tecidual, destaca-se a utilizacdo polissacarideos — por exemplo, quitina, quitosana,
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celulose, amido, alginato e derivados do acido hialurénico -, proteinas - por exemplo,
colageno, gelatina, seda, géis de fibrina e soja, e biofibras como a lignocelulose [3,4].

Vale ressaltar que a porosidade, a resisténcia mecanica e suporte a
incorporagao e liberagao de aditivos, podem ser ajustadas por meio da variagdo da
concentracdo do polimero e das condigbes de fabricagdo, o que, por sua vez,
possibilita a obtengdo de estruturas com caracteristicas favoraveis a adesao de
células relacionadas ao processo de regeneracdo tecidual 6ssea. No entanto, as
limitagdes encontradas referem-se a dificuldade no controle da taxa de degradagéao e
baixa estabilidade mecanica inerente aos biopolimeros [3,4,5].

Na ET, os polimeros naturais mais utilizados sdo quitosana (CS), celulose,
seda, alginato e acido hialurénico [6]. A quitosana e a celulose se destacam pela
abundancia, custo acessivel e propriedades fisico-quimicas singulares.

A quitosana (CS) € um biopolimero especialmente atraente para aplicagdes em
regeneragao o0ssea devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de
exibir propriedades antibacterianas e hemostaticas, por exemplo. Se, por um lado, a
baixa resisténcia mecanica da molécula limita seu uso em aplicagcdées que carecem da
entrega e liberacdo controlada de farmacos [7], por outro lado, as caracteristicas
fisico-quimica da superficie deste biopolimero possibilita a fixagao e proliferacéo de
células primordiais do processo de regeneragéao tecidual 6ssea. Estudos revelam que
scaffolds formados por CS modificada favorecem a osteocondutividade em defeitos
0sseos [5,8], porém, devido as propriedades reoldgicas limitadas e o por exibir um
extenso inchago na agua, estas caracteristicas restringem seu uso em aplicagdes
biomédicas que necessitam de suporte de carga [9].

Nesse sentido, a CS e celulose sdo usadas para obtencdo de compdsitos
aplicaveis a regeneragao 0ssea, nos quais, para superar as limitagdes anteriormente
apresentada, s&o incorporados celulose em escala nanométrica para viabilizar a
melhoria das propriedades mecanicas, para que os scaffolds apresentem melhor
desempenho durante o processo de regeneragao tecidual. O desenvolvimento de
compésitos de CS e nanocelulose (NCs) no formato de scaffolds, viabilizam a
obtencdo de um biomaterial tanto com um design biomimético, com interconexdes
fisicas que facilitam a infiltracdo e proliferagcdo celular, com a perspectiva de
funcionalidade adequada para permitir a regeneragao tecidual desejada [10]. No
entanto, este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar scaffolds a base de

NCs e CS, especialmente destinadas a regeneragao 6ssea.
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MATERIAIS E METODOS
Materiais

As nanocelulose (NCs), foram produzidas e obtidas pelo mesmo grupo de
pesquisa [11]. A quitosana (CS) de baixo peso molecular (50.000 a 190.000 daltons)
da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

Métodos

Preparacédo dos compdsitos

As NCs foram obtidas por hidrélise da polpa de celulose com acido sulfurico
(H2SO4 - 45%) [11]. Os compdsitos de CS e NC, foram preparados utilizando o
método, que consiste no congelamento e liofilizacdo [12]. Inicialmente preparou-se
uma solugéo de CS onde, 2% (m/v) de CS purificada foi dissolvida em acido acético a
1% (v/v) e agitadas em uma placa magnética a temperatura ambiente (25 + 2°C) por
24 horas. Em seguida, os compadsitos foram preparados em tubos de vidro com 1,2
cm de didmetro para obtencdo de um bloco 3D. Uma aliquota de 1mL da dispersao
de NCs na concentragédo de 0,0092g/10mL foram misturadas na solu¢gdo de CS na
concentragéo de 10,0 % (v/v). As dispersdes foram submetidas a esterilizagdo na
autoclave a 111 °C por 15 min. Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas
em banho ultrassdnico por 10 min, congeladas (-40 °C por 24 horas) e liofilizadas (-

42 °C por 48 horas). Os compésitos foram caracterizados quanto ao FTIR e MEV.

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para a obtencdao do espectro de absorcdo dos compdsitos, utilizou-se um
espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (IRPrestige -21,
Shimadzu, Kuioto, JP), na faixa de 4000 a 500 cm™'.

Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

Para investigacao da morfologia e da porosidade superficial dos scaffolds foi
utilizado um microscépio eletrénico de varredura (JSM-6610LV, JEOL, Tokyo, JP),
operando em 1,00 kV. Para evitar o carregamento das amostras, as mesmas foram

revestidas com ouro.
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Distribuicdo de tamanho dos poros
A avaliacdo da distribuicdo e tamanho de poros ao longo dos scaffolds foi
realizada pelo software Image J. No qual foram realizadas 100 medidas de forma

aleatdria ao logo das micrografias obtidas por MEV, a fim de determinar a distribuigéo
e o diametro de poros.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 apresenta os espectros obtidos dos scaffolds de NCs (NC-CSO0) e
NCs com 10% (v/v) de CS (NC-CS10). Os espectros das amostras apresentaram

similaridade, o que, de fato, sugere a mesma base estrutural para as composi¢oes
estudadas.

Figura 1. Espectro de FTIR dos scaffolds de nanocelulose (NC-CS0) e nanocelulose
com 10% de quitosana (NC-CS10)
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——NC-CS10
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Os scaffolds produzidos, apresentaram banda caracteristica de absorgcéo na
regido de 3559 a 3194 cm™', sendo atribuida ao alongamento das vibragdes de O-H
dos grupos OH [13,14,15]. A banda de absorgdo em 2913 cm-' refere-se as vibragdes
de alongamento de C-H dos grupos CH2 e CH3[11,14,15]. Em 1643 cm+, a banda é

referente a flexdo de O-H da absorgéo de agua do polimero [14,16], em 1423 cm-1sdo

as deformacgdes angulares e simétricas de grupos de metileno e 1374 cm-1 é a flexdo
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de C-H. Abanda 1160 cm-1 é referente a vibragao do grupo C-OH, a absor¢ao em 1056
e 898 cm-1 consiste nas vibragdes dos anéis presentes na celulose e 612 cm-1 é
referente as ligagdes glicosidicas entre as unidades de glicose [13,17]. No espectro
NC-CS10 pode-se detectar uma diminuicdo na intensidade da banda de deformacao
N-H de aminas (1560 cm), também a permanéncia dos grupos C-O e C-H da
celulose. Assim, o espectro comprova a forte interacdo entre os grupos sulfato das
NCs e os grupos amino da CS [18].

Na Figura 2 esta apresentada as imagens obtidas pela microscopia eletrénica
de varredura (MEV) dos scaffolds produzidos (NC-CS0 e NC-CS10). Nota-se que em
ambos, ocorreu a formacdo de poros, provavelmente durante o processo de
evaporagao do solvente na fase de liofilizagao, foi eficiente para gerar uma rede de
percolagao com estrutura porosa. Usualmente, esses scaffolds devem apresentar alta
porosidade, tamanho de poro adequado, que possibilitam a insercdo de fatores de
crescimento e que mimetizam as caracteristicas da matriz extracelular e facilitam a
regeneracgao de varios tecidos, tornando um grande potencial para aplicagdes na ET,

principalmente para células 6sseas [5].

Figura 2. Micrografias dos scaffolds produzidos com nanocelulose (NC-CSO0) (A) e
nanocelulose com 10% (v/v) de quitosana (NC-CS10) (B).
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Figura 3. Histograma da distribuicdo de tamanho dos poros do scaffold obtido com
nanocelulose (NC-CSO0) (A) e nanocelulose com 10% (v/v) de quitosana (NC-CS10)
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A amostra NC-CS0O apresentaram tamanho dos poros de 0,7 um a 22,6 pum
(Figura 2-A). Ja as NC-CS10 apresentaram tamanho na faixa de 13,5um a 199,6um
(Figura 2-B). Mostrando que a micrografia do scaffold NC-CS10 foi melhorada com a
incorporagao de 10% (v/v) de CS, atribuindo esses resultados a boa disperséo na
matriz. Além disso, a incorporacédo da CS proporcionou a formag¢ao de poros maiores
e com diferentes tamanhos (Figura 3-B). Dessa forma, é valido ressaltar que a
existéncia de poros na faixa de 40 - 100 um possibilitam a migracao de células e
formagao de tecido ostedide ndo mineralizado, ja poros na faixa de 150 - 300 um

oferecem um microambiente que viabiliza a formacdo de um novo tecido ésseo
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[20,21]. Portanto, scaffolds com uma variagédo de porosidade sdo biomateriais com
caracteristicas ideias para propiciar a ocorréncia dos eventos celulares relacionados

ao processo de regeneragao tecidual éssea.

CONCLUSAO

A obtencdo de compdsitos baseados em NCs e CS por meio da técnica
utilizada, revelou-se um método eficaz e eficiente para o desenvolvimento de
arcabougos que conciliam tanto as propriedades fisicas-quimica atraentes destes
polimeros utilizados, como também, a formacdo de scaffolds com porosidade
adequada para oportunizar a adesao, migragao e proliferacéo de células. Deste modo,
estes biomateriais porosos apresentam grande potencial para aplicagdo na

regeneracgao tecidual, especialmente na formagéao de um novo tecido ésseo.
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PRODUCTION OF NANOCELLULOSE AND CHITOSAN SCAFFOLDS FOR
BIOMEDICAL APPLICATIONS

ABSTRACT

This study aimed to produce and characterize scaffolds based on NCs and chitosan,
especially designed for bone regeneration. The NCs were obtained by hydrolysis of
cellulose pulp with sulfuric acid (H2SO4 - 45%). Then, the scaffolds were prepared
from the sterilization and subsequent lyophilization of a formulation composed of NC
and chitosan (10% w/w), and another composed of 100% NCs. The samples were
analyzed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron
Microscopy (SEM). The micrographs obtained showed the formation of a highly
porous, spongy topography, with pore size distribution ranging from 0.7 to 22.6 ym for
scaffolds produced with NCs, and from 13.5 to 199.6 uym for those with NCs and
chitosan. The prepared nanomaterials presented desired characteristics for the
intended application, since they can favor the migration of different cells related to the
tissue regeneration process and, thus, responsible for the development of new bone

tissue.

Keywords: Biomaterial, scaffolds, bone tissue, pores, regeneration.
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