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Resumo: Atualmente, o emprego da engenharia
tecidual tem sido uma das alternativas estudadas como
procedimento para auxiliar a regeneracdo de tecido
nervoso lesionado. Engenharia tecidual envolve a
utilizagdo de biomaterial como matriz tridimensional
(scaffold) associada a biomoléculas para estabelecer um
microambiente tecidual semelhante ao natural e assim
favorecer o recrutamento, adesdo, proliferacdo e
atividade celular com consequente regeneragdo tecidual.
No caso de tecido nervoso, os scaffolds devem ter
formato de tubo e atuar como guia para a restaura¢do do
tecido neural. Este trabalho teve como objetivo a
obtencdo de scaffolds de quitosana. A quitosana
utilizada como matéria prima apresentou grau de
desacetilagdo de 80,21%, temperatura de degradagdo
térmica na faixa de 250 — 300°C e foi verificado que a
mesma apresenta grande teor de impurezas. O método
empregado permitiu a obtengdo de scaffolds de
quitosana na forma de tubos, com dimensodes adequadas,
porém o método deve ser aprimorado para possibilitar a
obtencao de tubos com maior resisténcia mecanica.
Palavras-chave: Biomaterial, Quitosana, Engenharia
tecidual neural

Abstract: Currently, the use of tissue engineering has
been studied as one of the alternative procedure to
assist the regeneration of damaged nerve tissue. Tissue
engineering involves the use of a biomaterial scaffold,
that is a three-dimensional matrix associated to
biomolecules in  view to  establishing a
microenvironment similar to natural extracellular
matrix of the tissue and thus promote the recruitment,
adhesion, proliferation and cellular activity with
consequent tissue regeneration. In the case of nerve
tissue scaffolds must have tube format and act as a
guide for the restoration of neural tissue. This study
aimed to obtain chitosan scaffolds in the form of tube
guide for nerve repair. The chitosan used as the raw
material shows a 80,21% desacetylation degree,
thermal degradation temperature in the range of 250 —
300°C and it was found that the presence of large
content of impurities in the material. The method
allowed to obtain chitosan scaffolds in the form of tube
with adequated dimensions, but the method should be
improved in view to obtain tubes with improved
mechanical strength.
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Recuperar tecidos nervosos, caso ocorra alguma le-
s80 ¢ raro, visto que as células nervosas ndo t€m a capa-
cidade natural de se regenerar. Contudo, sob certas
condigdes, a autorregeneracdo do tecido pode ser atingi-
da, através da reconexdo do tecido nervoso e conse-
quente restabelecimento das conexdes nervosas [1].
Uma das alternativas para promover a regeneragdo de
tecido nervoso ¢ a utilizagdo de técnicas da engenharia
tecidual. Tais técnicas envolvem a utilizacdo de bioma-
teriais como matrizes tridimensionais (scaffolds) associ-
adas a biomoléculas para estabelecer um microambiente
tecidual semelhante ao natural para assim favorecer o
recrutamento, adesdo, proliferacdo e atividade celular
com consequente regeneracdo tecidual [2].

No caso de tecido nervoso, os scaffolds devem ter
formato de tubo e atuar como guia para a restaura¢do do
tecido neural. Para a produgdo de scaffolds na forma de
tubos guia (o formato mais encontrado na literatura),
muitos biomateriais vém sendo pesquisados, dentre os
quais se destacam os materiais bioreabsorviveis. E dese-
jado que o scaffold, apresente resisténcia estrutural
adequada, que seja capaz de manter a integridade das
paredes as quais normalmente sofrem colapso devido a
falta de suporte interno e apresente pequena espessura
da parede, além de ser capaz de suportar as forgas de
contragdo muscular [2,3].

Kim et al (2008) apresentam uma revisdo bibliogra-
fica sobre o emprego do biopolimero quitosana em
engenharia tecidual. Segundo os autores, a quitosana e
seus derivados apresentam grande potencial para uso
como material suporte em engenharia tecidual, devido a
facilidade de obtencdo de estrutura porosa, possibilitar
formacdo géis, associagdo com outros materiais, ser
bioreabsorvivel, além de apresentar atividade antibacte-
riana [3].

A quitosana ¢ um polissacarideo natural, que pode
ser obtida através da desacetilagdo da quitina, esta por
sua vez ¢ um dos biopolimeros mais abundantes no
mundo e pode ser encontrada em exoesqueletos de
artropodes e crustaceos. A quitosana é composta por
unidades aleatérias de D-glucosamina (unidade
desacetiliada) e  N-acetil-glucosamina  (unidade
acetilada), que sdo ligadas por liga¢des glicosidicas B(1-
4) [4]. Sabe-se que a quitosana é degradada in vivo
principalmente por hidrolises enzimaticas.
Essa degradabilidade ¢ desejada pois, o material deve
se degradar depois que o tecido esteja formado, e até
que isso ocorra, deve manter uma resisténcia mecanica
parecida com a do tecido original. Ja foi observado que
a taxa de degradagdo ¢ inversamente proporcional a
cristalinidade que ¢ controlada principalmente pelo grau
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de desacetilacdo [5,6,7]. Além dessas propriedades
inerentes ao material em questdo, seu processamento
pode ser modificado com o intuito de obter-se materiais
com uma estrutura porosa, ou entdo hidrogéis, bem
como pode-se associd-la com outros materiais a fim de
se obter melhores propriedades. Somando todas essas
propriedades e facilidade de processamento, Kim et al
em 2008 afirmaram que a quitosana apresenta um
grande potencial para uso como material suporte na
engenharia de tecido [3,8]. Este trabalho visa a obtengéo
de scaffolds de quitosana, partindo dada matéria prima
empregada.

Materiais e métodos

Inicialmente foi realizado a caracterizacdo da
quitosana utilizada como matéria prima - quitosana da
marca Polymarg. Foi realizado também o preparo e

caracterizagdo de filmes de quitosana para determinag&o
da capacidade de intumescimento. Numa segunda etapa
foram preparados e caracterizados scaffolds em formato
de tubos.

Caracterizacdo — O material foi caracterizado
quanto o seu grau de desacetilag@o, intumescimento. Foi
realizado também uma andlise termogravimétrica.
Foram propostos métodos para a obtencdo de tubos e
filmes de quitosana.

Grau de desacetilacdo — Determinou-se o grau de
desacetilacdo utilizando a técnica da titulacdo
potenciométrica. Para isso, dissolveu-se 0,2g de
quitosana em p6 a uma solu¢do de acido cloridrico
0,02M. A solugdo foi agitada por 24h utilizando um
agitador magnético com rotagdo de 600rpm. Sob
agitacdo, foi-se adicionando 1mL da solugcdo de NaOH
0,2M a solugdo. A cada mL de NaOH adicionado, foi
realizada a medi¢ao do pH. Os dados foram coletados e
um grafico do pH em fun¢do do volume do titulante foi
gerado utilizando o software Origin Pro 9.0 64bits. Os
dois pontos de inflexdo foram obtidos e com isso, pode-
se calcular o grau médio de desacetilacdo utilizando a
seguinte equacao:

_ M(w2-v1)x161

GD X 100%

)

Onde, M ¢ a concentragdo molar do titulante, v1 e v2
o volume do titulante necessario para neutralizar o acido
e desprotonar o grupamento amino, respectivamente. W
a massa de quitosana utilizada e 161 ¢ a massa do
mondmero glicosidico [9].

Andlise  Termogravimétrica (TGA) - Para
determinar a temperatura de degradacdo térmica, bem
como o teor de impurezas no material, foi empregada a
analise termogravimétrica (TGA) empregando um
equipamento da TA Instruments, modelo TA 500. Foram
analisadas duas amostras de: quitosana em po, filme de
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quitosana filtrada (filtro 42um) e filme de quitosana nao
filtrada. As andlises foram realizadas em atmosfera
inerte (N,) e atmosfera natural. A taxa de aumento da
temperatura, em ambas as condi¢des, utilizada foi de
10°C por minuto. Os dados foram coletados e os
graficos do percentual de massa em funcdo da
temperatura e respectivas derivadas foram gerados
utilizando o software Origin Pro 9.0 64bits.

Preparo de filmes — Para a preparagdo dos filmes,
foram vertidos cerca de 5SmL de solugdo de quitosana
4%(m/v) em uma placa de petri. Esta foi levada a estufa
e mantida em seu interior por 48 horas sob a
temperatura de 50°C. Apos esse periodo, foi retirada e
imersa em solu¢ao de NaOH 0,25M por 30 minutos. O
filme formado foi retirado da placa ¢ lavado em agua
destilada. E novamente colocado na estufa nas mesmas
condigdes ja mencionadas.

Grau de intumescimento — A partir dos filmes
formados, foram cortadas 4 amostras de cada tipo. As
massas das amostras foram determinadas ¢ em seguida
foram imersas em tubos Falcon contendo SmL de agua
destilada. Apoés 4 dias, as amostras foram retiradas,
tiveram o excesso de agua superficial removidos com
papel macio e suas massas foram determinadas
novamente.

Para realizar o célculo do grau de intumescimento,
foi utilizada a seguinte equagao:

= WsWd o 100%

GI wa

2

Sendo Ws a massa da amostra ap6s a imersdo ¢
Wd a massa da amostra antes da imerséo [10].

Preparo de scaffolds — Para a obtengdo do tubo,
foram utilizadas agulhas para seringas com didmetro
externo de (1,29564+0,0191)mm. Foi aplicado na
superficie de cada agulha uma fina camada de dleo de
silicone. Apos a aplicagdo da camada, as agulhas foram
levadas a estufa e 14 permaneceram por um periodo de
10 minutos sob a temperatura de 60°C. As agulhas
foram entdo retiradas da estufa e imersas em solugdo de
quitosana 4%(m/v). Apos este procedimento, as agulhas
foram imersas em solu¢do de NaOH 0,25M por um
periodo de 30 minutos. As agulhas foram entio
colocadas na estufa por um periodo de 30 minutos sob a
temperatura de 60°C. Algumas amostras foram cortadas
utilizando o bisturi, colocadas em uma placa de petri e
novamente levadas para a estufa sob 60°C e por um
periodo de 1 hora. As amostras foram analisadas quanto
a sua morfologia e para isso, utilizou-se o
estereomicroscopio € o microscopio eletronico de
varredura (MEV).

Resultados e Discussao

Pode-se obter filmes integros, através do método
empregado. Ja, no caso dos scaffolds foi possivel a
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obtencdo de tubos com didmetro interno aproximado de
0,532mm e espessura de parede entre 0,086mm regido
mais fina e 0,201mm regido mais espessa (Figura 1).

Figura 1. Scaffolds de quitosana. a) vista lateral do
scaffold; b) vista frontal do scaffold; c¢) imagem
adquirida MEV.

Porém ndo foi possivel a obtengdo de tubos de
grande comprimento, devido a dificuldade de remogdo
da agulha, ja que o hidrogel formado nio apresenta boa
resisténcia mecanica. Mesmo com o emprego de
silicone como desmoldante, o tubo formado fica
fortemente aderido na superficie da agulha, dificultando
a manuten¢do da estrutura fisica do scaffold durante a
sua retirada.

Grau de desacetilacédo

A partir dos dados coletados, foi elaborado um
grafico do pH em funcdo do volume do titulante. Para
garantir uma melhor precisdo a respeito dos pontos de
inflexdo da curva, foi plotado no grafico também a
derivada da curva, como se pode observar na Figura 1.

—a— pH da solugédo
—e— 1st derivative of "pH da amostra"
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Figura 2. Titulagdo potenciométrica da quitosana para
determinag@o do grau de desacetilag@o.

Assim, com os valores obtidos e utilizando a
equacdao (1), o grau de desacetilagio da quitosana
utilizada ¢é de 80,21%. O valor obtido é condizente com
os valores encontrados na literatura [11].

Analise Termogravimétrica
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A partir dos dados obtidos foram plotados os
graficos que podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3. TGA das amostras de: a) quitosana em po
atmosfera inerte; b) quitosana em p6 atmosfera oxidante;
c) filme de quitosana filtrada em atmosfera inerte; d)
filme de quitosana filtrada em atmosfera oxidante; e)
filme de quitosana ndo filtrada atmosfera inerte; f) filme
de quitosana ndo filtrada atmosfera oxidante.

Pode-se observar que a ha uma perda de massa
gradual em temperatura proxima a 100°C, que esta
associada a perda de moléculas de dgua presentes nas
amostras mesmo apds a secagem do biopolimero que ¢é
muito hidrofilico. Essas moléculas de agua estariam
ligadas por ligacdes de hidrogénio com os grupamentos
amino e hidroxila do material. Por volta de 250°C a
300°C pdde-se observar uma queda brusca do
percentual de massa. Assume-se entdo que neste
intervalo de temperatura ha a degradagdo do material.
Ao realizar o ensaio em atmosferas diferentes notou-se
que em atmosfera inerte, o material apresentou apenas
um pico de degradagio, contudo, em atmosfera oxidante,
notou-se a presenca de outros picos menos intensos em
temperaturas proximas entre 450°C e 500°C.

Notou-se também que em atmosfera inerte, ao final
da analise, nem todo o material havia se degradado,
cerca de 30% da amostra ainda ndo havia se degradado,
contudo, em atmosfera oxidante, praticamente toda a
amostra foi degradada, exceto na amostra da quitosana
em pd. Os resquicios presentes na amostra do material
em pd sob atmosfera oxidante sdo decorrentes das
impurezas advindas da obtengdo e processamento do
material, os mesmos também poderiam ser observados
na amostra contendo o filme de quitosana nao filtrada,
contudo, ndo foram detectados, provavelmente devido
ao fato das impurezas se decantarem durante o processo
de preparo do filme.
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Grau de intumescimento

A partir dos dados coletados, fez-se o calculo do
grau de intumescimento do material, bem como a média
e desvio padrdo e o resultado obtido foi de (124+20)%.
O valor encontrado ¢ baixo se comparado a outros
valores encontrados na literatura [12], contudo, isso
pode ser explicado devido ao fato do resfriamento ter
ocorrido de forma lenta, permitindo entdo uma melhor
cristalizagdo do polimero. A reticulagdo apods a
cristalizagdo do material faz com que a estrutura
tridimensional fique mais fechada e rigida, fazendo com
que o volume livre que poderia ser ocupado pelas
moléculas de 4gua diminua e consequentemente
diminua o intumescimento do material.

Conclusao

O método empregado permitiu a obtengdo de
scaffolds de quitosana na forma de tubos, contudo,
notou-se a dificuldade ao retirar o tubo do molde. O
estudo tera continuidade visando o aprimoramento do
método e obtengdo de tubos com resisténcia mecanica
adequada para que os mesmos sejam submetidos a testes
de cultivo celular in vitro.
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