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RESUMO

Os hidrogeéis tém sido estudados como materiais promissores para diferentes aplicacdes biomeédicas,
seja em cicatrizacdo de feridas, liberacdo controlada de medicamentos, ou como scaffolds para a
medicina regenerativa. Neste trabalho foram preparados géis funcionais de alginato e nanoceluloses
(com e sem modificacdo quimica) e geis de redes poliméricas semi-interpenetrantes (semi-IPNs) de
alginato, quitosana e nanoceluloses. Os hidrogéis foram liofilizados e denominados géis. Os
nanocristais de celulose (CNC) e CNC oxidado via reacdo mediada por 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-
1-oxila (TEMPO) foram obtidos a partir de hidrélise acida da polpa de Eucalyptus branqueada; as
nanofibras de celulose (NFC) e NFC oxidada via reacdo mediada por TEMPO (NFCT) foram obtidas
a partir da desintegracao mecanica da polpa de celulose. Estas nanonoceluloses e os géis preparados
foram caracterizados por diferentes técnicas como FTIR-ATR, DRX, MET, MEV, TGA, DMTA e
microtomografia computadorizada de raios-X (micro-CT). A adi¢cdo das nanoceluloses aos géis de
alginato e aos geis semi-IPNs alginato/ quitosana, principalmente das NFCT, contribuiu para
aumentar a estabilidade dimensional e o tamanho dos poros dos geis quando comparados aqueles sem
nanoceluloses. Estas caracteristicas sdo muito importantes para o transporte de nutrientes e
crescimento celular. O desempenho mecénico dos materiais, de grande importancia para as suas
aplicagdes finais, foi melhorado a partir de um pdés-tratamento térmico (a 80°C) para as amostras
contendo NFCT. O aumento da temperatura também favoreceu as interacdes entre as cadeias dos
polieletrolitos alginato e quitosana nos géis semi-IPNS alginato/ quitosana. Avaliou-se a
citotoxicidade e o crescimento celular nos géis preparados utilizando-se o teste MTT (brometo de
(4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazdlio) tanto por contato direto das células de fibroblastos L929
com os géis, quanto pelo método do contato indireto. A adigdo das nanoceluloses, em especial das
NFCT (50% m/m) aos géis contribuiu para a bioadesao e crescimento das células de fibroblastos nos
novos materiais. As propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e mecanicas dos géis de alginato e
nanoceluloses e dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses favoreceram a interacao
célula-material e a proliferacdo dos fibroblastos durante os 7 dias de cultura. A otimizacdo da
preparacdo destes materiais, com base nos procedimentos e resultados obtidos no presente trabalho,
indica que os géis a base de nanoceluloses desenvolvidos sdo materiais interessantes e promissores

para aplicacdes biomédicas.

Palavras-chave

Géis, viabilidade celular, propriedades mecanicas, biomateriais, nanotecnologia
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ABSTRACT

Hydrogels have been studied as promising materials for biomedical applications mainly in tissue
engineering as external bandages, drug carriers or scaffolds. The pure alginate gel, the
alginate/nanocelluloses  (unmodified and physicochemically modified) gels and the
alginate/chitosan/nanocelluloses semi-interpenetrating polymer networks (semi-IPN’s) were
prepared and characterized in this work. The hydrogels were freeze-dried and called as gels. The
cellulose nanocrystals (CNC) were obtain by acid hydrolysis of bleached Eucalyptus pulp. They were
oxidized by 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) catalyzed oxidation reaction (CNCT). The
cellulose nanofibers (CNF) and oxidized CNF were obtained by mechanical shearing of their aqueous
suspensions. The oxidized CNF were also obtained by TEMPO catalyzed reaction (CNFT). The
nanocelluloses and the prepared gels were characterized by analytical techniques as FTIR-ATR,
XRD, TEM, SEM, TGA, DMTA and X-ray microtomography (micro-CT). The addition of
nanocelluloses in alginate and in alginate/chitosan semi-IPNs gels, mainly the addition of CNFT,
allows to increase their mechanical stability and pore sizes when compared to pure alginate gels,
without nanocelluloses. These features are very important for nutrients transport and cell growth. The
mechanical performance of these materials is an important parameter to enable some structural
applications in human body. This property was further increased after a thermal post-treatment at
80°C of CNFT-based gels. The thermal post-treatment induces physicochemical interactions of
alginate polyelectrolyte chains and chitosan in alginate/chitosan semi-IPN’s gels. The cytotoxicity
and cell growth tests of these gels were studied by MTT essays at direct and indirect contact (eluate
method) of L929 fibroblast cells. The addition of nanocelluloses mainly CNFT at 50 wt% enables
cell bioadhesion, cell growth, differentiation and proliferation on and in the alginate or
alginate/chitosan-based gels. The morphological, physicochemical and mechanical properties of
alginate/nanocelluloses gels and alginate/chitosan/nanocelluloses gels contributed to interactions of
these materials and differentiation of fibroblast cells up to 7 days. The optimization of these materials
preparation, based on the procedures and results obtained in this work, indicates that the developed

nanocellulose-based gels are interesting and promising materials for biomedical applications.

Key-words
Gels, bioadhesion, thermal post-treatment, mechanical properties,

biomaterials, nanotechnology
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Sabe-se que muitos processos de cultura celular realizados em materiais planos sao atraentes por sua
simplicidade, porém ndo representam os ambientes in vivo: sdo sistemas de cultura tipicamente
bidimensionais (2D), enquanto que as células no corpo sdo suscetiveis a receberem sinais em todas
as trés dimensdes. Os géis, quando comparados aos substratos de cultura convencionais, apresentam
uma maior aplicabilidade e revelam fendmenos fundamentais que regulam o comportamento celular,
tais como expansao e diferenciagdo dirigida de varios tipos de células (CALIARI e BURDICK, 2016).
Também sdo muito utilizados em sistema de liberacdo de farmacos, fazendo-se presentes em diversos
ramos da medicina, incluindo cardiologia, oncologia, cicatrizacdo de feridas e gestdo da dor (LI e
MOONEY, 2016).

Hidroggéis, ou simplesmente géis, sdo redes poliméricas tridimensionais, capazes de absorver grandes
quantidades de &gua ou fluidos bioldgicos sem se dissolverem (PEPPAS et al., 2000). Destacam-se
por suas propriedades como hidrofilicidade, alta permeabilidade de metabdlitos e oxigénio
(HENNINK et al., 2002). Em geral sdo biocompativeis, apresentam baixa citotoxicidade e seu alto
teor de agua Ihes confere uma similaridade estrutural com a matriz extracelular (FRAMPTON, 2011;

MARKSTEDT et al., 2015), sendo, portanto, de grande interesse na area biomédica.

Os géis podem ser fabricados a partir de polimeros sintéticos como poli (etilenoglicol), poli
(metacrilato de hidroxietila) ou de polimeros naturais, como por exemplo, colageno, &cido
hialurdnico, alginato, quitosana, acetato de celulose (JODDAR et al., 2016; LI et al., 2005; SENNA
e BOTARO, 2017). Além disso, diferentes funcbes podem ser facilmente incorporadas as redes de
ligagdes cruzadas, fisica ou quimicamente, para produzir "materiais inteligentes", que apresentam
diferentes respostas as mudancas nas condicdes externas, tais como temperatura, pH, forca idnica e
campo elétrico (PENG et al., 2011).



Porém, caracteristicas fisicas dos géis como estabilidade dimensional, resisténcia mecénica, grau de
inchamento, dentre outras, sdo de suma importancia para a aplicacdo em cultura celular. As
propriedades mecénicas lhes garantem estabilidade fisica e podem tambeém influenciar a
mecanotransducdo celular, que por sua vez, tem consequéncias na propagacdo, migracao e
diferenciacdo de células-tronco, por exemplo (INGBER, 2006; CALIARI e BURDICK, 2016).

Diversas abordagens estdo sendo investigadas para sintese de biomateriais com melhor regeneracao
tecidual (YILDIRIM et al., 2008). Alginato, um polissacarideo derivado de algas marrons, constituido
por varias unidades de sais de acido f-D-manurénico (M) e a-L-gulurdnico (G) unidas por ligacGes
glicosidicas (SOUZA et al., 2008), é um polianion frequentemente usado na formulacédo de géis.
Esses géis (a base de alginato) sdo de grande relevancia na area biomédica, devido a sua interessante
capacidade de formar géis atraves de mecanismos de reticulagdo i6bnica com cations divalentes, como
calcio. Os geis de alginato apresentam caracteristicas favoraveis para envolver células e regenerar
tecidos (CALIARI e BURDICK, 2016) e possuem propriedades de autocura (YANG et al., 2013).
Porém, muitas vezes apresentam baixa resisténcia mecanica e estabilidade dimensional, além de
limitada capacidade de adesdo celular (ELBERT, 2011; JODDAR et al., 2016). Géis de alginato
reticulados covalentemente (géis quimicos) apresentam estruturas mecanicamente mais estaveis
(JUNGST et al., 2016), mas tém algumas propriedades comprometidas, como a sua
biocompatibilidade (ZHANG et al., 2015) e biodegradabilidade. Nanoparticulas como nanoargila e
zeolitas (FERNANDES et al., 2017) e nanotubos de carbono (JODDAR et al., 2016) também tém
sido estudadas como agentes de reforco para géis de alginato, mas também apresentam limitacGes

para aplicacdes na area médica.

A adicdo de nanoceluoses em géis de alginato foi reportada por Lin et al. (2012) e De France et al.
(2017) como alternativa para melhorias nas suas propriedades mecanicas. No entanto, géis de alginato
que combinem propriedades mecanicas e estabilidade dimensional, sem comprometer a sua
porosidade e capacidade de absorver agua e outros fluidos bioldgicos, essenciais para o crescimento

e fixacdo das células, ainda ndo foram apresentados na literatura.

A combinacdo de dois ou mais polimeros, onde pelo menos um deles é reticulado (na presenca do

outro) formando redes interpenetrantes ou semi-interpenetrantes (NASERI et al., 2016), também tem



sido estudada como uma alternativa para melhorias nas propriedades mecanicas e bioldgicas dos géis
de alginato. A quitosana, um polimero catidnico natural, de superficie hidrofilica e capaz de promover
aadesao, proliferacdo e diferenciagdo celular (L1 et al., 2005; ZHAO et al., 2012), € um dos principais
compostos empregados na sintese de hidrogéis, juntamente com o alginato (MENDES et al., 2008).
Os complexos polieletroliticos de quitosana e alginato sdo formados com o objetivo de se obter
hidrogéis mais versateis, com diferentes estruturas quimicas e fisicas, para uma melhor aplicabilidade,
principalmente na area biomédica (GABROVSKA et al., 2008). Porém, sua estrutura é mantida por
interacdes idnicas que sdo fortemente suscetiveis ao pH do meio reacional (BERGER et al., 2004),

influenciando, consequentemente, nas propriedades finais dos mesmos.

Sendo assim, no presente trabalho foram estudados géis funcionais de alginato e nanoceluloses (com
e sem modificagdo quimica) e géis de redes poliméricas semi-interpenetrantes (semi-IPNs) de
alginato quitosana e nanoceluloses. Avaliou-se os efeitos de adicdo das nanoceluloses e de uma
possivel reticulacdo adicional, termicamente induzida, nas propriedades mecanicas dos geis.
Discutiu-se a correlacdo entre a composicdo quimica dos polimeros alginato e quitosana e a
morfologia das nanoceluloses nas propriedades finais dos geéis. Estudou-se sobre a sua
citocompatibilidade e capacidade de bioadesao e proliferacdo celular, a fim de se avaliar o potencial

dos novos materiais para aplicacbes em medicina regenerativa e cicatrizacdo de feridas.



CAPITULO 2

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de nanoceluloses (nanocristais e nanofibras) na sintese de novos géis funcionais

de alginato e alginato/ quitosana para aplicagdes biomédicas.

2.2 Objetivos especificos:

e Extrair, caracterizar e avaliar as propriedades superficiais de nanoceluloses extraidas de polpa
Kraft branqueada de Eucalyptus.
e Funcionalizar, a partir de modificacdo quimica superficial dos grupos hidroxilas, nanofibras

e nanocristais de celulose e avaliar a influéncia da sua morfologia na sintese dos géis.

e Sintetizar e caracterizar géis de alginato e nanoceluloses e géis semi-IPNs de alginato/
quitosana e nanoceluloses (com e sem modificagdo quimica).

e Avaliar as propriedades mecénicas e biologicas dos novos materiais, visando possiveis

aplicagdes em engenharia de tecidos.



CAPITULO 3

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Géis

Geis sdo materiais poliméricos de elevada massa molar, obtidos a partir de monémeros capazes de
formar ligacGes cruzadas entre si, conhecidas como reticulacdes (QUEIROZ, 2012). Expandem
quando imersos em solvente especifico e, devido a presenca de interacdes intermoleculares formadas
por ligaces covalentes, entrelagamento fisico, complexos idnicos, ligacdes de hidrogénio (Peppas,
1987), interacBes de van der Waals e/ ou intera¢@es hidrofilicas, ndo se dissolvem, retendo o solvente
dentro de sua estrutura tridimensional (SILVA, 2006). Os géis poliméricos capazes de absorver dgua

séo designados hidrogéis.

Segundo Karadag et al. (2002), os hidrogéis representam uma classe importante de materiais
poliméricos. Possuem grupos hidrofilicos que retém, dentro de sua estrutura, uma grande quantidade
de 4gua (QUEIROZ, 2010). Uma vez inchados, as propriedades dos hidrogéis sdo influenciadas em
grande parte pelo teor de 4gua em seu interior que, frequentemente, excede 100% de sua massa em
volume (KIM et al., 2003). Os hidrogéis tém suas moléculas poliméricas hidrofilicas reticuladas por
ligagcdes quimicas (HOFFMAN, 2002) ou outras forgas coesivas como interagdes idnicas, ligacdes de
hidrogénio ou interacdes hidrofobicas. Podem ser quimicamente estaveis ou podem degradar e,
eventualmente desintegrar e dissolver (HOFFMAN, 2002). Séo as ligac6es cruzadas que conferem a
estrutura de rede e a integridade fisica do material (LANGER e PEPPAS, 2003).

Os hidrogéis sdo considerados géis reversiveis ou géis fisicos quando a rede é mantida unida por
entrelacamento molecular e/ou forgas de interacdo secundarias. Sdo considerados géis permanentes
ou quimicos quando formam redes covalentemente reticuladas (HOFFMAN, 2002; SENNA e
BOTARO, 2017). Estes tltimos podem ser produtos de reticulacdo de polimeros sollveis em agua

com outros materiais ou da converséo de polimeros hidrofobicos em hidrofilicos através de reagdes



de reticulacdo de forma a originar uma rede polimérica (ALMEIDA, 2010). A Figura 3.1 apresenta,
esquematicamente, a formacéo de hidrogéis (fisico e quimico) a partir da modificagdo quimica de um

polimero hidrofébico.

grupos
p;;ln es

hidrolise, exidagio,
sulfonagio

polimero

hidrofobico ; =
reticulagdes interagées
hidrofobicas

i

hidregel hidrogel
auimiceo fisico

Figura 3.1: Representacdo esquematica da formacdo de hidrogéis quimicos e fisicos. (Fonte:
HOFFMAN, 2002; ALMEIDA, 2010 - adaptada).

Os géis também podem ser classificados em relacdo a possibilidade de se formar redes poliméricas.
A combinacao de polimeros, a fim de se obter ou ressaltar alguma caracteristica especifica, € chamada
de redes de polimeros interpenetrantes (IPNs) ou rede de polimeros semi-interpenetrantes (semi-
IPNs). A rede de polimeros interpenetrantes € formada a partir de dois ou mais polimeros ou a partir
de um conjunto de mondmeros que se entrelacam a nivel molecular. As estruturas formadas s6 podem
ser separadas via reacdo quimica. Ja a rede de polimeros semi-IPN é formada a partir de dois ou mais
polimeros lineares ou ramificados caracterizando um entrelacamento com interacfes mais fracas,
geralmente usa-se o reticulante de apenas um polimero. Assim, estes podem ser separados sem
envolver quebras de ligacdo quimica (MATRICARD et al., 2013). A Figura 3.2 representa,

esquematicamente, géis IPNs (a) e semi-IPNs (b).



Figura 3.2: Representacdo esquematica de redes de polimeros IPNs (a) e semi-IPNs (b). (Fonte:
ABREU et al., 2008 - adaptada).

As redes IPNs ou semi-IPNs tém sido relatadas como uma interessante alternativa para materiais com
aplicacbes em engenharia de tecidos, em funcéo do alto estresse necessario e dos baixos desempenhos
mecanicos apresentados pelos hidrogéis (NASERI et al., 2016). Os hidrogéis multicomponentes,
baseados em IPNs ou semi-IPNs, tém apresentado significativo aumento no desempenho mecéanico
de tecidos “moles” artificiais, portadores de carga, como a cartilagem artificial (CHUNG et al., 2011).
Além disso, dependendo da natureza dos polimeros envolvidos, as redes IPNs ou semi-IPNs podem
formar hidrogéis bioadesivos, biocompativeis, dentre outras (MATRICARD et al., 2013). No campo
farmacéutico, especialmente em liberacdo controlada de drogas, as IPNs também tém atraido
consideravel atencdo (LOHANI et al., 2014).

Porém, Peppas et al. (2000) afirmam que a capacidade de absorver grandes quantidades de agua ou
fluidos bioldgicos é a principal propriedade de um hidrogel visando aplica¢des médico-farmacéuticas.
A maioria de suas outras propriedades, como capacidade de sorcdo, cinética de expansdo,
permeabilidade a solutos dissolvidos, propriedades superficiais (adesividade), caracteristicas
mecanicas e propriedades Oticas, € diretamente influenciada por esta. Quando um hidrogel seco inicia
0 seu processo de absorcdo de agua, as primeiras moléculas por ele absorvidas irdo hidratar as
moléculas mais polares da estrutura polimérica, levando a um primeiro tipo de ligagdo da 4&gua com
as moléculas do polimero. A medida que estes grupos vao sendo hidratados, ocorre o aumento fisico

da estrutura polimérica, havendo uma exposicdo das moléculas mais hidrofobicas da matriz
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polimérica. Estas moléculas interagem com as moléculas de agua, levando ao aparecimento de um
segundo tipo de interacdo entre as moléculas de agua e os componentes mais hidrofébicos do
polimero. Por fim, ocorre um terceiro método para a hidratacdo dos géis em funcdo da difusdo
osmotica entre as cadeias. A todo este processo, opdem-se as forcas covalentes e as reticulacbes
fisicas que mantém a estrutura do hidrogel. Deste modo, o equilibrio entre as forcas de absorcédo e
retencdo de &gua e as de estrutura do hidrogel permitem que se atinja o equilibrio em relacdo a
quantidade méxima de agua absorvida pelo material (HENNINK e NOSTRUM, 2002; ALMEIDA,
2010).

Muitos estudos estdo sendo realizados a respeito do grau de expansao de um gel, uma vez que essa
variacdo de volume pode ser induzida ndo sé pelo solvente, mas também por mudancgas no ambiente
em que este se encontra: temperatura, pH, composicéo do solvente, tensdo mecanica, campo elétrico
e luz (LANGER e PEPPAS, 2003). Os géis que possuem essa transicdo de fases em resposta a um
estimulo externo sdo conhecidos como géis responsivos e podem ser utilizados em diversas areas:
desde a agricultura, como substitutos do solo, a &rea dos biomateriais (PARK, 1993), sistemas de
liberagdo controlada de medicamentos e imobilizacdo de enzimas (GABROVSKA et al., 2008).
Ressalta-se que os hidrogéis com comportamento diferenciado em funcdo do pH contém grupos
acidos ou basicos e em meio aquoso, com pH e forca idnica adequados, estes grupos podem ionizar,
desenvolvendo cargas fixas no gel (LANGER e PEPPAS, 2003).

E importante salientar também que a extensdo do inchamento do gel depende das interagdes entre as
cadeias poliméricas reticuladas com o solvente e da sua forca elastica. Sabendo que algumas
alteracdes no organismo (pH, temperatura ou concentracdo de substancias) podem ser ocasionadas
por manifestacdes de doencas (LANGER E PEPPAS, 2003), géis com grupos funcionais especificos
(tais como aminas e &cidos carboxilicos) sdo alternativas de grande relevancia na preparacdo de
formas farmacéuticas. Permitem a liberacdo do farmaco apds expansdo, mediante contato com o meio
de dissolucao ou em resposta a estimulos fisiol6gicos como temperatura, pH, enzimas, biomoléculas
(glicose, ureia, insulina), forca idnica e oxidagdo (LIN e METTERS, 2006). Além disso, também
podem apresentar outras propriedades que favorecem o uso como biomateriais: natureza elastica

(semelhante a dos tecidos naturais), alta permeabilidade a metabdlitos e oxigénio (HENNINK et al.,



2002), baixa citotoxicidade, biocompatibilidade, sendo, portanto, de grande interesse na area

biomédica.

3.1.1 Géis para aplicacdes biomédicas

Biomateriais sdo descritos como materiais de origem natural ou sintética, que podem ser utilizados
ou adaptados para uso médico, implicando a sua interagdo com sistemas biolégicos (ALMEIDA,
2010). Um biomaterial deve apresentar caracteristicas tais como biocompatibilidade,
biofuncionalidade, biodegradabilidade, permeabilidade a nutrientes e troca de gases, porosidade que
permita a penetracdo celular e formagé&o de tecido, superficie apropriada para adesao celular, além de
transportar e transmitir sinais biomoleculares (PALSSON e BHATIA, 2003; RECOUVREUX, 2008).

Os materiais poliméricos sdo citados como os biomateriais de maior utilizacdo, se comparados aos
ceramicos e metais, em funcdo da facilidade de preparacdo e biocompatibilidade, com aplicagdes
diversas, a citar ortopedia, cardiologia e em sistemas de liberagdo controlada (WU et al., 2005). Em
trabalho de revisdo, Langer (2003) ressalta a importancia dos polimeros como biomateriais e sua
utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos e proteinas, como scaffold em engenharia de tecidos

e em nanotecnologia.

Almeida (2010) citando varios autores descreve sobre a histéria dos hidrogéis como biomateriais:
Wichterle e Lim, nos anos 60, prepararam hidrogéis de metacrilato de hidroxietila (WICHTERLE e
LIM, 1960); na década de 80, estudos realizados por Lim e Sun (1980) demonstraram a aplicacédo de
microcapsulas de alginato de s6dio no encapsulamento de células e a possibilidade de incorporacédo
de outros polimeros naturais e de cartilagens em hidrogéis para aplicacbes em queimaduras foi
demonstrada por Yannas et al. (1989). Desde entdo, hidrogéis de polimeros naturais como quitosana
(SENEL et al., 2000; TORRADO et al., 2004), pectina (MUNIZ et al., 2000) e gelatina (LOPES et
al., 2003) ou sintéticos, como poliuretano (JEEVANANDA et al., 2003), acido poliacrilico
(MAHDAVINIA et al., 2004), poliacrilonitrila (SAHINER et al., 1998), poliacrilamida
(AGNIHOTRI et al., 2005) e poli(N-isopropilacrilamida) (MAOLIN et al., 2000), tém sido utilizados

como biomateriais em diversas aplicacfes, a citar engenharia de tecidos para regeneracao e reparagao



de d6rgéos e em sistemas de liberacao controlada de farmacos em locais especificos do corpo. Almeida
(2010) também destaca em seus trabalhos a importancia do alginato na sintese de hidrogéis para
aplicagdes biomédicas, devido a sua facilidade em gelificar e a elevada biocompatibilidade. Czaja et
al. (2007) relatam avancos na area de biomateriais e aplicacBes de varios polissacarideos em
biomedicina e em engenharia de tecidos, citando, também, alginato e quitosana como materiais

promissores.

Takahashi (2014) afirma que o crescente interesse em hidrogéis para aplicagdo em biomedicina €
justificado por suas caracteristicas semelhantes ao tecido vivo. A comparacéo € atribuida a capacidade
do hidrogel absorver e reter grande quantidade de agua, a elasticidade da cadeia polimérica que o
compde e por muitos apresentarem biocompatibilidade (BELL e PEPPAS, 1995). Além disso, muitos
hidrogéis exibem uma baixa tensdo interfacial com os fluidos biol6gicos e tecidos e apresentam
similaridade nas propriedades hidrodinamicas de geis naturais bioldgicos, células e tecidos. Sua
natureza elastomérica minimiza a irritacdo mecanica e de fric¢do ao tecido das vizinhancas, ndo causa

dor nem danos & mucosa ou ao interior dos vasos sanguineos, sem risco de infecgdo (PARK, 1993).

Em engenharia de tecidos, os hidrogéis se destacam, também, em funcdo da sua capacidade de
encapsular células e pequenos tecidos, mantendo a integridade e a proliferacdo dessas células no sitio
de acdo (MATRICARD et al., 2013). Para imobilizacdo de enzimas e proteinas, os hidrogéis
funcionam como matrizes que permitem a passagem de substratos e outros produtos que irdo interagir
com o0s materiais imobilizados (TAQUIEDDIN e AMIJI, 2008). Li e Mooney (2016) afirmam que os
hidrogéis também podem proporcionar controle espacial e temporal sobre a liberacdo de varios
agentes terapéuticos. Devido as suas propriedades fisicas ajustaveis, degradabilidade controlavel e
capacidade de proteger farmacos labeis da degradacdo, os hidrogéis servem como uma plataforma na
qual ocorrem varias interac@es fisico-quimicas com as drogas encapsuladas para controlar a liberacao

do farmaco.

Dentre as varias macromoléculas usadas para a sintese de hidrogéis, os polissacarideos sdo
particularmente vantajosos em comparacdo aos polimeros sintéticos, devido as suas propriedades

econdmicas, biocompatibilidade, biodegradabilidade, elevada hidrofilicidade dentre outros (PENG et
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al., 2011). Dumitriu et al. (1996) tambem ja citavam dextrano, quitosana, acido hialurénico, alginato

e celulose como exemplos de polissacarideos utilizados na preparagdo de biomateriais.

Porém, para serem utilizados na prética médica, os biomateriais precisam apresentar propriedades
mecanicas e morfoldgicas adequadas e capacidade de induzir a formacdo de um novo tecido
(GINEBRA et al., 1996). Caliari e Burdick (2016) destacam a importancia das propriedades
mecanicas dos hidrogéis para a estabilidade do material para cultura e para a mecanotransducéo
celular. Li e Mooney (2016) descrevem sobre a importancia do tamanho dos poros e da resisténcia
mecanica dos hidrogeéis na area médica/ farmacéutica: o tamanho dos poros do hidrogel controla, por
exemplo, a difusdo e a liberacdo de drogas, uma vez que controla as interacGes entre os farmacos e a
rede de polimeros. NAFEA et al. (2011) falam sobre a importéancia da tenacidade de um hidrogel para
manter a sua estrutura e evitar a fratura durante o uso e ap6s a adesdo do tecido. Especialmente quando
se utilizam hidrogéis como membranas imuno-isolantes: a matriz de hidrogel precisa ser resistente o
suficiente para resistir a ruptura e evitar a fuga celular e os riscos associados. Li e Mooney (2016)
ressaltam a necessidade da bioadesdo e resisténcia mecénica dos hidrogéis para aplicacfes
biomédicas: as barreiras bioldgicas tais como o epitélio intestinal e a mucosa séo frequentemente
dindmicos e escorregadios, limitando a capacidade de muitos hidrogéis de aderir. Um hidrogel que
pode aderir bem ao epitélio pode prolongar a retencao do sistema num local alvo e assim proporcionar

uma dose de farmaco suficiente para o efeito terapéutico desejado, por exemplo.

H4, aproximadamente, duas décadas, esforcos extensivos tém sido feitos para desenvolver hidrogéis
bioadesivos para permitir uma melhor aplicabilidade em biomedicina (PEPPAS e SAHLIN, 1996).
Bhattarai et al. (2010) verificaram que alguns polimeros tais como a quitosana sao mucoadesivos, em
funcdo das possiveis interacOes eletrostaticas entre as moléculas positivamente carregadas da
quitosana e as superficies negativamente carregadas de tecidos e células. Luppi et al. (2009) afirmam
que os hidrogéis constituidos por polimeros mucoadesivos apresentam uma retencdo prolongada para

administracdo oral, nasal e vaginal.

Reafirma-se, portanto, a importancia dos polissacarideos na sintese de hidrogéis para aplicagdes

biomédicas e a necessidade de se ter as propriedades mecéanicas, estruturais e biologicas adequadas
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ao desenvolvimento de materiais que poderdo contribuir para novas aplicacfes em biomedicina e

biotecnologia.

3.1.2 Géis de Alginato

O alginato é um polissacarideo derivado de algas marrons que tém aplicacdes nas mais diversas areas:
em industrias de alimentos, téxteis, impressao e produtos farmacéuticos (AUGST et al., 2006). As
cadeias macromoleculares séo lineares com segmento rigidos e flexiveis. O segmento rigido é
atribuido aos blocos G formado pelo monossacarideo acido a-L-gulurénico e o segmento flexivel esta
associado aos blocos M que sao constituidos de unidades monossacaridicas de acido p-D-manurdnico
(LEE e MOONEY, 2012). Tais unidades (M, G) sdo isdbmeros conformacionais, uma vez que
possuem a mesma formula molecular e se diferem apenas no arranjo espacial dos 4&tomos (Figura
3.3). Em sua estrutura quimica, regides de blocos MM e GG (homopolimero) sdo intercaladas por
regides MG (heteropolimero) (RASTOGI et al., 2007; DRAGET et al., 2005).
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Figura 3.3: Estrutura quimica das regies de blocos MM, GG e MG do polimero alginato. (Fonte:
DRAGET et al., 2005 - adaptada).

A relacdo dos blocos (MM, GG, MG) depende da fonte que o alginato € obtido (HAY et al., 2010) e
tem influéncia direta nas suas propriedades fisico-quimicas. S&o de grande relevancia na area

biomédica pela capacidade de formar hidrogéis através de reticulagdo idnica (utilizando-se cations
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divalentes, tais como calcio, magnésio ou bario), com caracteristicas favoraveis para encapsular
celulas e regenerar tecidos (CALIARI e BURDICK, 2016). A interacdo entre os ions divalentes e 0s

blocos gulurdnicos do polimero forma a estrutura denominada “modelo caixa de ovos”, como

VANV AN
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Figura 3.4: Representacdo esquematica da reticulacdo idnica dos blocos gulurénicos do polimero

ilustrado na Figura 3.4.

alginato com ions célcio. (Fonte: NASERI et al., 2016 - adaptada).

Géis de alginato sdo muito utilizados na area biomédica por possuirem também alta porosidade (que
permite elevadas taxas de difusdo de macromoléculas) e capacidade de se dissolver e biodegradar em
condigdes fisioldgicas normais (GOMBOTZ e WEE, 2012). Embora a formacdo de hidrogeéis de
alginato seja possivel através da reticulacdo covalente, a maioria das abordagens comerciais utiliza a
reticulacdo ibnica. Jungst et al. (2016) afirmam que os hidrogéis fisicos, obtidos por interacfes nao
covalentes entre suas cadeias, sd@o dinamicos e dotados de propriedades de autocura (YANG et al.,
2013), no entanto, muitas vezes apresentam baixa resisténcia mecénica e estabilidade dimensional;
caracteristicas também relatadas por Elbert (2011). Os hidrogéis quimicos, formados por reticulaces
atraves de ligacdes covalentes, apresentam estruturas mecanicamente mais estaveis (JUNGST et al.,
2016). Embora a oxidacdo e a reticulagdo covalente possam melhorar a sua resisténcia mecanica,
estas modificacdes quimicas comprometem outras propriedades do hidrogel de alginato e reduzem a
sua biocompatibilidade (ZHANG et al., 2015).
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E assim, a utilizacéo de hidrogéis de alginato para aplicagdes em engenharia de tecidos € limitada em
funcdo da baixa resisténcia mecanica, liberacdo répida de fa&rmaco e baixa capacidade de adesdo
celular. Visando melhorar tais propriedades, alguns procedimentos para a sintese de hidrogéis de
alginato tém sido relatados na literatura: geis de alginato reforcados com nanoparticulas, formacéo

de IPNs ou semi-IPNs de alginato e outros polimeros, dentre outros.

Segundo Dash et al. (2013), o desenvolvimento de hidrogéis usando nanoparticulas, com consequente
formacdo de hidrogéis nanocompdsitos, melhora efetivamente as propriedades mecénicas dos
mesmos. Assim sendo, estudos utilizando nanoargilas para a sintese de hidrogéis nanocompositos de
alginato foram realizados por Fernandes et al. (2017). O objetivo do trabalho foi otimizar a sintese
de hidrogéis e obter materiais nanoestruturados com argila, em conformacéo intercalada; o critério
utilizado para definir a melhor formulagdo foi o grau de inchamento e a homogeneidade das
microesferas de hidrogel. Os hidrogéis sintetizados com 2% (m/v) de alginato de sddio apresentaram
grau de inchamento satisfatorio, além de um aspecto totalmente esférico e de tamanho homogéneo.
Com relacdo ao agente de reticulacdo, escolheu-se o cloreto de calcio pela inconstancia dos valores
de inchamento apresentados pelos hidrogéis de alginato de aluminio, além de serem mais quebradi¢os
e dificeis de manusear. Por meio da anélise do grau de inchamento dos nanocompadsitos, observou-se
que a nanoargila contribuiu para o aumento do grau de inchamento se comparado com hidrogéis
controle (alginato de célcio). Por meio da técnica de difracdo de raio-X (DRX), foi possivel
determinar a conformacédo da nanoargila na matriz do hidrogel, sendo esta incorporada de maneira
intercalada nas formulagcGes apresentadas. Portanto, foi possivel alcancar a melhor rota de sintese,
incluindo os materiais e as concentracfes a serem utilizadas. A sintese de hidrogéis a base do
polissacarideo alginato de s6dio se mostrou promissora para aplicacdo destes materiais como
carreadores em sistemas de liberacdo de solutos, voltados para a &rea médica.

Joddar et al. (2016) estudaram os efeitos da adicdo de nanotubos de carbono de paredes maultiplas
(MWCNT), funcionalizados com grupos —-COOH, como uma fase de reforco dispersa em uma fase
continua de alginato. Os hidrogéis resultantes foram porosos e mostraram uma degradacao
significativamente menor apés 14 dias de estudo, em comparagdo com o alginato isolado. Estudos

celulares in vitro mostraram também uma maior aderéncia e proliferacdo de células nos hidrogéis
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compositos. A extensao da proliferacdo celular foi maior quando cultivada em hidrogéis com 1 e 3mg
de MWCNT/ mL de alginato (embora todos os hidrogéis compdsitos de alginatos terem apresentado
uma melhor agregacdo de células em comparacdo com o alginato isolado). Dentre todos os hidrogéis
compositos sintetizados (Img/ mL, 3mg/ mL e 5mg/ mL), os géis com 1mg de MWCNT/ mL de
alginato apresentaram a maior rigidez. Os resultados obtidos indicaram que adicdo de MWCNT
funcionalizado ao alginato melhorou caracteristicas mecénicas, fisicas e biologicas do hidrogel de
alginato puro. E, portanto, os hidrogéis compdsitos de alginato e MWCNT séo promissores para

aplicacGes em cultura de células, terapia celular e engenharia de tecidos.

Xu et al. (2009) utilizaram alginato para fabricacdo de hidrogéis funcionais usando o método de bio-
prototipagem via impresséo a jato de tinta. Com o uso de impressoras a jato, hibridos cardiacos
contrateis, que exibem um formato 3D retangular, e mesmo parte de um coragdo (com dois ventriculos
conectados), foram fabricados usando camadas alternadas do hidrogel de alginato e células cardiacas

de mamiferos.

Markstedt et al. (2015) combinaram propriedades mecanicas de nanofibras de celulose (NFC) com a
capacidade de reticulacdo rapida do alginato para a bioimpressdo 3D de tecidos, como a cartilagem.
A qualidade da impressdo foi também avaliada com relacdo a fidelidade a forma. Os materiais 3D
exibiram uma viabilidade celular de 73% e de 86% ap06s 1 e 7 dias da cultura 3D, respectivamente. O
estudo demonstrou o potencial do biometarial de alginato e nanoceluloses para bioprinting 3D de
tecidos e 6rgdos. Porém, os hidrogéis com as nanoparticulas citadas (nanoargilas ou nanotubos de

carbono) apresentaram limitacGes para aplicacdes na area médica.

Recentemente, os nanocristais de celulose (CNC) despertaram grande interesse para aplicagdes em
biomedicina, devido a suas excelentes propriedades, tais como alta area superficial e desempenho
mecanico, natureza hidrofilica e citocompatibilidade (DASH et al., 2013; NASERI et al., 2016).
Além disso, os CNC favorecem o mecanismo de gelificacdo de hidrogéis, melhoram a estabilidade
dimensional, aumentam a resisténcia mecanica e facilitam a liberacdo de drogas (ZHANG et al.,
2010; ZHOU et al., 2011).
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Lin et al. (2012) produziram gel de alginato reticulado com ions calcio e nanoceluloses oxidadas, por
liofilizagdo. Os novos grupos -COOH das superficies das nanoceluloses oxidadas desempenharam
um papel fundamental na estabilidade estrutural e mecanica dos géis sintetizados. Além disso, foi
relatada uma maior resisténcia mecanica induzida por nanocristais de celulose oxidados e a formacéo
de uma rede de polimeros semi-interpenetrantes a partir de nanofibras oxidadas. Observou-se uma
elevada porosidade (acima de 80% para todos 0s ensaios), promissora absorcéo e retencdo de agua
(1300%) e uma melhor resisténcia a compressao quando se compara 0s novos materiais obtidos aos
géis de alginato puro. Os resultados sugerem a utilizacdo destes materiais em diversas aplicacfes
praticas, tais como absorvedores de energia cinética, materiais isolantes térmicos e acusticos. Lin et
al. (2011) sintetizaram um material biomédico para transportar moléculas de farmacos a partir de
microesferas de alginato com CNC; como resultado observaram uma melhor eficiéncia de

encapsulamento e promissora aplicacdo em liberacdo de farmacos.

Hidrogéis de polimeros naturais, baseados em redes IPNs ou semi-IPNs, também tém se destacado
como materias para aplicacdo biomédica. Apresentam melhorias nas propriedades mecanicas e
biol6gicas e sdo citados como uma alternativa promissora para a engenharia de tecidos
(MATRICARDI et al., 2013; HAQUE et al., 2012; CHUNG et al., 2011).

Zhang et al. (2015) desenvolveram um hidrogel de alginato e sericina (uma proteina natural)
utilizando IPNs. A partir de diferentes proporcGes de alginato/ sericina, ajustaram a resisténcia
mecanica das IPNs, visando atender aos requisitos de rigidez para varios reparos teciduais: as IPNs
com alto teor de sericina mostram estabilidade aumentada durante a degradacdo, evitando o colapso
inicial do alginato puro. As IPNs obtidas apresentaram elevadas taxas de inchamento, beneficiando
varias aplicacdes tais como liberacdo de farmaco. Além disso, os materiais obtidos sdo adesivos as
células, servindo como suportes para a proliferagdo celular, sobrevivéncia em longo prazo e migracao.
As IPNs herdaram a propriedade fotoluminescente da sericina, permitindo a bioimagem in vivo. Com
este estudo, Zhang et al. (2015) sugerem a utilizacdo dos hidrogéis de sericina-alginato para a

liberacdo de células e drogas e como biomateriais para diversas aplicagdes em engenharia de tecidos.

Hidrogeéis de rede poliméricas interpenetrantes (IPN) de alginato de sodio e gelatina, reforcados com

nanocristais de celulose (50% em peso), foram preparados via liofilizagéo e estabilizados utilizando
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CacCl; e genipina, por Naseri et al. (2016). As IPNs obtidas foram incorporando CNC modificados
(com grupos carboxilicos), a fim de garantir integridade estrutural e estabilidade mecénica do
hidrogel. Estudos de morfologia estrutural dos hidrogéis mostraram uma rede tridimensional (3D)
de poros interligados, com diametros em torno de 10-192um, e uma rugosidade da parede porosa
nanoestruturada com potenciais beneficios para a adesdo celular. Foram obtidas melhorias
significativas na resisténcia a tracdo e a deformacdo para IPN reticulados CNC. A alta porosidade (>
96%), a alta absor¢do de fosfato e a citocompatibilidade em relacdo as células-tronco mesenquimais
foram confirmadas e consideradas benéficas para uso dos hidrogéis de alginato como substitutos da

cartilagem.

Vaérios estudos utilizando IPNs de alginato e outros polissacarideos (como quitosana, goma xantana
e carragenana) também foram descritos por Lohani et al. (2014) em trabalhos de revisdo, como

sistemas inovadores para liberacdo de farmacos.

Pode-se afirmar, portanto, sobre a relevancia de se estudar hidrogéis a base de alginato e outro
polimeros naturais, como a gelatina (WANG et al., 2016), sericina (ZHANG et al., 2015) e quitosana
(RAMLI et al., 2016), com inclusdo ou ndo de nanoparticulas para as mais diversas fungdes, visando

desenvolver materiais de maior aplicabilidade em biomedicina.

3.1.2 Géis de Quitosana

A quitosana é um polissacarideo, principal derivado da quitina, produzido a partir da sua
desacetilacdo alcalina parcial ou total (Figura 3.5). A quitina é encontrada em exoesqueletos de
crustaceos, artropodes e em alguns fungos. Tem uma estrutura cristalina constituida de uma rede de
fibras organizadas. Essa estrutura confere rigidez e resisténcia aos organismos que a contém
(ROBERTS, 1992).
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Figura 3.5: Desacetilacdo alcalina da quitina, geralmente na faixa de temperatura de 80° a 150°C.
(Fonte: BRANT, 2008).

Uma das caracteristicas mais importantes da quitosana é o seu grau de desacetilagdo (GD), que
representa a proporc¢édo de residuos acetilados presentes na sua estrutura (BHATTARAI et al., 2010),
e a sua massa molecular. A presenca de grupos amino reativos na sua matriz permite modificacfes
quimicas, tais como imobilizacdo de agentes quelantes, amidacdo e formacdo de complexo
polieletrolitico (COSTA Jr. e MANSUR, 2008). A massa molecular influencia também nas
propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, em suas aplicacGes. Ressalta-se, porém, a
presenca de trés grupos funcionais reativos na cadeia polimérica da quitosana: o grupo amino na
posicdo C-2, o grupo hidroxila priméario na posi¢do C-6 e o grupo hidroxila secundario na posi¢ao
C-3 (SOUZA et al., 2005) e a modificacdo quimica destes grupos permite a obten¢do de numerosos
materiais com diferentes possibilidades de aplicacdo. Os grupos amino, presentes em toda a extensao
da cadeia polimérica, ddo a quitosana um carater de polieletrélito catidnico (pKa >6,5), fazendo com
que o polimero seja solivel em solugbes com o pH<6,5 (KUMAR, 2000) e possa reagir com muitas
superficies/ polimeros negativamente carregados. Portanto, a quitosana é considerada uma base fraca,
pouco soluvel em agua, mas que se dissolve mediante a adi¢do de acidos (minerais ou organicos) com
os quais forma um policéation, através da protonacdo dos grupos aminas livres na cadeia polimérica
(BRANT, 2008).

A quitosana € conhecida por suas excelentes propriedades, como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, bioadesdo (LOHANI et al., 2014), acdo antimicrobiana (RINAUDO, 2008), por
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acelerar a cicatrizacdo, uma vez que o contato entre a quitosana e 0 macrofago ativa a proliferacao de

fibroblastos, auxiliando a producgéo de colageno (SILVA et al., 2006), dentre outras.

Os hidrogéis de quitosana, de grande interesse em biomedicina, podem ser obtidos por reticulaces
reversiveis, como interacdes ibnicas (com reticuladores como citrato ou tripolifosfato, ou em
polieletrolitos complexos - PEC), ou interagfes secundarias (como em hidrogeéis emaranhados de
quitosana e poli(alcool vinilico), por exemplo) (BERGER et al., 2004). Podem também ser obtidos

por ligacBes covalentes irreversiveis.

Géis de quitosana obtidos a partir da adicdo de reticuladores idnicos, negativamente carregados, ou
de polimeros aniénicos, formando os chamados polieletrolitos complexos, sdo denominados geis
fisicos. Apresentam interacdes iOnicas entre as cargas negativas do reticulante e grupos positivamente

carregados de quitosana como sendo as principais interagdes dentro da rede (Figura 3.6).

Figura 3.6: Representacdo esquematica de géis de quitosana ionicamente reticulados (a) PEC. (b)
Reticuladores idnicos. (Fonte: BERGER et al., 2004 — adaptada)

Porém, a estabilidade fisica e as propriedades mecénicas dos géis de quitosana iGnicamente
reticulados sdo limitadas em funcdo da densidade de carga dos reticuladores ibnicos e da quitosana,
diretamente dependes dos valores de pKa e do pH do meio reacional (SHU e ZHU, 2002). As
densidades de carga global (da quitosana e do reticulador) devem ser suficientemente altas para
permitir as interacGes idnicas e garantir a formacdo de um hidrogel. Além disso, o hidrogel formado

é suscetivel ao pH do meio, restringindo o seu campo de aplicagéo.
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Géis de quitosana covalentemente reticulados formam uma rede tridimensional permanente e permite
a livre difusdo da agua, além de melhorar as propriedades mecénicas do gel. Como resultado destas
caracteristicas interessantes, os hidrogéis de quitosana reticulados covalentemente tém duas
aplicacOes principais: sistemas de liberacao de drogas, permitindo a liberacdo de materiais bioativos
por difusdo; e como scaffolds em cultura celular. Porém, muitos dos reticuladores, atualmente
descritos para a quitosana, ainda apresentam limitacfes para aplicacdes médicas: o glutaraldeido é
conhecido por ser neurotéxico (BETANCOR et al., 2006) e o glioxal por ser mutagénico (MURATA-
KAMIYA et al., 1997), dentre outros dialdeidos. A genipina, interessante alternativa aos dialdeidos
como reticulador covalente da quitosana, € um material de ocorréncia natural (M1 et al., 2002) cuja
citocompabilidade e citoxicidade tém sido avaliadas. Mas, apresenta restricbes quanto aos altos

valores de mercado.

Outra abordagem de significativa relevancia para os géis de quitosana, assim como para os géis de
alginato, é a formacéo de redes poliméricas de quitosana e outros polimeros (IPNs ou semi-IPNs) que
interagem por reticulacBes covalentes, ibnicas e/ou interacBes secundarias, como ligacdes de
hidrogénio através dos grupos hidroxilas. Géis IPNs e semi-IPNs & base de quitosana tém ganhado
consideravel atencdo para sistemas de liberacdo de drogas (LOHANI et al., 2014), imobilizacdo de
enzimas e em engenharia de tecidos (BERGER et al., 2004). Além disso, géis IPNs e semi-IPNs de
quitosana também tém sido reportados como sendo mais favoraveis a cultura celular do que os géis
da prépria quitosana reticulada (BERGER et al., 2004).

Rani et al. (2011) relataram o uso de esferas de géis IPNs quitosana/ glicina/ acido glutamico,
reticulados com glutaraldeido, para liberacdo controlada de drogas. Os resultados obtidos foram
promissores e foi observado que o grau de inchamento e a liberagdo de drogas dependem do pH, grau
de reticulacéo e da composicao da rede polimérica.

Reddy et al. (2013) sintetizaram microparticulas de géis IPNs quitosana/ goma ghatti, por reticulacdo
em emulsdo, usando glutaraldeido como um agente de reticulacdo. As microparticulas foram usadas
para liberacdo controlada de diclofenaco de sodio no intestino. Analises de FTIR avaliaram a
formacdo da estrutura IPN. Verificou-se que a liberacdo de farmaco das microparticulas de IPN foi

prorrogada até 12 horas.
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Silva (2015) estudou o sistema semi-IPN alginato e quitosana, reticulados com CaCl; ou glutaraldeido
para aplicacdo em diversas areas da biomedicina. A combinagdo desses polimeros implicou em
hidrogéis estaveis, capazes de alterar a sua viscosidade e o grau de inchamento dependendo do pH,
da pressdo e da temperatura, mas baixa resisténcia mecanica foi alcancada. A caracteristica mais
importante do sistema produzido foi a tixotropia. O hidrogel é citado como um material potencial
para aplicacGes em regides como o intestino, a pele ou o olho humano, sendo util para sistemas de

liberagdo controlada de farmacos e sistemas injetaveis.

Li et al. (2005) estudaram a citocompatibilidade e viabilidade celular de scaffolds semi-IPNs de
quitosana e alginato, reticulados com CaCl». Estudou-se, in vitro, a morfologia celular, proliferagdo
e funcionalidade das céluas no material sintetizado. Obteve-se maior e mais rapida proliferacdo
celular no gel semi-IPN quitosana/ alginato quando comparado ao gel de quitosana pura. As células
no gel semi-IPN quitosana/ alginato mantiveram sua morfologia esférica ao longo do periodo de
estudo e as andlises das proteinas extraidas de células cultivadas nos scaffolds do gel semi-IPN
produzidos indicou que a producdo do tipo de colageno especifico da cartilagem aumentou da
segunda semana para a terceira semana; mas, diminuiu no suporte de quitosana. Este estudo sugere
que novos géis semi-IPNs quitosana/ alginato promovem a proliferacdo celular, aumentam a
expressdo do fendtipo de condrocitos HTB-94 e podem, potencialmente, servir como alternativa
melhorada aos scaffolds de quitosana em engenharia de tecidos. Porém, ndo foram realizados ensaios

mecanicos para 0s novos materiais produzidos.

Ramli et al. (2016) realizaram a sintese de um scaffod de hidrogel semi-IPN alginato e quitosana,
reticulado com CaCl> e com inclusdo de nanoparticulas de prata como agente bactericida.
Caracterizaram os grupos funcionais do biomaterial composto para confirmacéo de tais inclusdes e a
partir da analise de espectros de FTIR, observaram a deslocamento do estiramento C=0 do grupo

amino da quitosana, indicando a ligacdo das nanoparticulas de Ag aos grupos N-H.

Li et al. (2005) produziram scaffold biodegradavel a partir de géis semi-IPNs de alginato e quitosana,
reticulados com Ca2*, com potencial aplicagdo em engenharia de tecidos. O material obtido
apresentou propriedades mecanicas e biologicas significativamente melhoradas, se comparado a

quitosana pura. As melhorias nas propriedades mecénicas foram atribuidas & formagdo de uma
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estrutura complexa de quitosana e alginato. Osteoblastos, células formadoras de osso, fixaram a
estrutura de quitosana-alginato e proliferaram. O estudo in vivo mostrou um alto grau de
compatibilidade tecidual. Os autores sugerem que 0s novos géis semi-IPNs de alginato e quitosana

tenham potencial para acomodar e estimular o crescimento de novos tecidos.

Assim, pode-se confirmar a relevancia dos hidrogéis multicomponentes de alginato e quitosana,
baseados em redes de polimeros semi-IPN para aplicacbes biomédicas. A fim de melhorar o
desempenho mecanico e as propriedades bioldgicas dos geéis de alginato e géis semi-IPNs de alginato
e quitosana, o presente trabalho se dedica ao estudo das nanoceluloses, com e sem modificacao
quimica, adicionadas a estas redes poliméricas. Espera-se que 0S novos materiais sintetizados
apresentem propriedades fisico-quimicas e bioldgicas favoraveis para potencial aplicacdo na area

médica.

3.2 Nanoceluloses

As fibras vegetais sdo exemplos de sistemas complexos desenvolvidos pela natureza (MOREIRA,
2010). S&o basicamente constituidas por celulose, hemicelulose e lignina. Pectina, pigmentos e
extrativos podem ser encontradas em menores quantidades. Por esta razéo, as fibras naturais sao

também chamadas de fibras celulésicas ou lignocelulésicas.

A celulose é um polimero formado por cadeia linear, ndo ramificada, de moléculas de glicose unidas
por ligacdes do tipo B (1—4) glicosidicas. A celulose forma a base estrutural da parede celular de
plantas e é também produzida por outros organismos como algas, fungos e algumas bactérias
(BROWN et al., 1976; ROSS et al., 1991).

A composi¢do quimica e a estrutura da célula de fibras naturais sdo complexas: cada fibra ¢,
essencialmente, um composto onde as microfibrilas de celulose rigidas sdo incorporadas a uma matriz
amorfa composta principalmente de lignina e hemicelulose (SATYANARAYANA et al., 1990;
RONG et al., 2001). As fibrilas de celulose sdo alinhadas ao longo do comprimento da fibra, o que

resulta em méxima resisténcia a tracdo e flexdo, além de fornecer rigidez no eixo das fibras. A
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eficiéncia do reforco da fibra natural esta relacionada com a natureza da celulose e sua cristalinidade
(LEAO et al., 2009); sdo materiais biodegradaveis, de grande importancia na sintese de novos
materiais (JOHN et al., 2008). A Figura 3.7 apresenta, esquematicamente, a organizagdo das

microfibrilas de celulose, com regides cristalinas e ndo cristalinas.

on -crystalline

Figura 3.7: Representagdo esquematica da organizacao das microfibrilas de celulose. (Fonte: PAAKO
et al., 2007 - adaptada)

Compostos poliméricos a partir de celulose tém sido amplamente estudados visando aplicacGes
médico/ farmacéuticas (CAVALCANTI et al., 2001). E de interesse cientifico e tecnoldgico a busca
por propriedades que direcionem a formacdo de novos materiais de degradagéo lenta e/ou controlada
(RECOUVREUX, 2008) e que sejam capazes de proteger os sistemas terapéuticos contra fatores de
riscos ambientais e interacdes entre constituintes da mesma formulacdo. As nanoceluloses ganharam
atencdo especial nas pesquisas cientificas nos ultimos anos. Eichhorn et al. (2010) destacam a sua
utilizacdo em aplicagdes funcionais devido a citocompatibilidade e sustentabilidade. Markstedt et al.
(2015) relatam um crescente interesse em se utilizar nanoceluloses como biomaterial em funcéo da

hidrofilicidade e da ampla capacidade de modificacdo quimica combinadas.

Dependendo da fonte de celulose e das condi¢fes de processamento, as nanoceluloses séo divididas
em trés categorias principais: celulose bacteriana (CB), nanocristais de celulose (CNC) e nanofibras
de celulose (NFC) (KLEMM et al., 2011). A celulose bacteriana € um biopolimero que possui
algumas caracteristicas especificas que torna vidvel a sua aplicacdo na manufatura de artefatos para

aplicagdes biomédicas, como suporte estrutural em engenharia de tecidos, carreador de farmacos de
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liberagdo controlada, membrana para hemodiélise quando modificada (ANTONIO et al., 2012). As
bactérias produtoras sdo capazes de converter fontes de carbono, como por exemplo, a glicose, em
celulose, sendo esta uma atividade fundamental de seu metabolismo. A glicose, neste caso, atua como
fonte fornecedora de energia e como matéria-prima na sintese de um biopolimero. Os dois outros
tipos de nanoceluloses (CNC e NFC) podem ser obtidos a partir de varias fontes, tais como fibras
naturais e animais marinhos (AZIZI SAMIR et al., 2005). O presente trabalho dedica-se ao estudo de
novos materiais que utilizam as nanoceluloses obtidas a partir de fontes vegetais (CNC e NFC).

As microfibrilas de celulose individuais tém diametros entre 2 e 20nm. Cada microfibrila pode ser
considerada como uma cadeia de cristais de celulose ligados ao longo do eixo por nanofibras
desordenadas de dominios amorfos como tor¢des e dobras (SIQUEIRA et al., 2010). Os cristais de
celulose de tamanho nanométrico sdo comumente chamados de whiskers ou nanocristais de celulose.
Novas técnicas para extracdo de nanocristais de celulose e a aplicacdo destes em materiais
poliméricos tém sido pesquisadas (AZIZI SAMIR et al., 2004). A extracdo de regibes cristalinas de
celulose, sob a forma de nanowhiskers, € um processo simples com base na hidrélise acida. Ranby e
Ribi, em 1949-1950, foram os pioneiros na producdo de suspensdes estaveis de cristais de celulose
de tamanho coloidal por hidrolise da madeira e da celulose de algodéo, utilizando &cido sulfdrico,
(RANBY, 1949; RANBY e RIBBI, 1950).

Nanofibras de celulose, extraidas por uma desintegracdo mecénica da polpa de celulose, foram
obtidas pela primeira vez por Herrick et al. (1983) e Tubark et al. (1983). Contrariamente aos
nanocristais rigidos, as nanofibras de celulose sdo nanoparticulas longas e flexiveis. NFC é composta
de microfibrilas de celulose, mais ou menos individualizadas, apresentando diametros na ordem de
10 a 100nm, e comprimento geralmente na escala micrométrica (ANDRESEN et al., 2006).
Apresentam dominios amorfos e cristalinos, ordenados de forma alternada, em uma estrutura tipo teia
(LU et al., 2008). A Figura 3.8 ilustra, esquematicamente, as nanoparticulas de celulose extraidas a
partir da fibra, bem como imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos CNC e

microscopia de forca atbmica (AFM) das NFC.
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Henriksson et al., 2007

Figura 3.8: Representacdo esquematica das nanoceluloses e imagens da sua morfologia - MEV dos
CNC. (Fonte: FAVIER et al., 1995); AFM das NFC (Fonte: HENRIKSSON et al., 2007).

Os primeiros resultados da investigacdo sobre nanoestruturas dispersas em uma matriz polimérica
sdo, relativamente, recentes (DALMAS et al., 2007). Esta nova geracdo de materiais hibridos,
nanoestruturados, constitui uma classe de materiais que podem também ser denominados
nanocompositos e sdo produzidos pela incorporacdo de materiais que tenham pelo menos uma
dimensdo menor do que 100nm (KAMEL et al., 2007). Tal como acontece nos materiais tradicionais,
quando se tem nanocompositos, um dos componentes serve de matriz na qual as particulas do segundo
material se encontram dispersas (ESTEVES et al., 2004). Desenvolvimentos recentes em pesquisa
sobre nanoparticulas em filmes nanocompésitos criaram uma ampla literatura dedicada as
nanoceluloses que as tornam um tema da atualidade. Dentre as vantagens de se utilizar nanoceluloses
em sistemas poliméricos pode-se destacar a reducdo da densidade, melhoria das propriedades
mecanicas, melhor transferéncia de stress, melhor estabilidade dimensional e outras propriedades

especificas, através da incorporacédo de aditivos e/ou agentes de processos (SOUZA, 2010).

Silva et al. (2009) também ressaltam a importancia das nanoceluloses para a sintese de novos

materiais: as nanofibras de celulose sdo materiais promissores devido a sua alta resisténcia mecanica,
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que chega a ser comparada as poli(aramidas), além do seu carater renovavel e biodegradavel. Porém,
destacam a necessidade de se intensificar as pesquisas sobre a utilizagdo de fibras lignocelulésicas no
desenvolvimento de polimeros e compdsitos que aproveitem em sua totalidade as caracteristicas

Unicas das varias matrizes lignoceluldsicas existentes.

Sistemas poliméricos onde sdo adicionadas nanoceluloses, como em nanocompositos, geralmente
apresentam propriedades superiores de estabilidade térmica, resisténcia mecénica e de permeagao de
liquidos e gases, mesmo quando estdo em baixa concentracdo (DUFRESNE, 2006). Dentre outros
pontos relevantes que estimulam a utilizacdo de nanoceluloses em novos materiais destacam seu
carater biodegradavel, baixo custo e o fato de serem obtidas a partir de fontes naturais renovaveis
altamente abundantes (TEIXEIRA et al., 2010).

Azizi Samir et al. (2005) apresentam numerosas outras vantagens em se utilizar nanoceluloses em
sistemas poliméricos para a sintese de novos materiais, como baixa densidade, grande variedade de
fontes disponiveis, baixo consumo de energia para obtencdo, elevadas propriedades especificas,
abrasividade modesta durante o processamento e superficie relativamente reativa, que pode ser usada
para reagoes em grupos especificos. Destacam também algumas desvantagens como elevada absorcéo
de umidade, incompatibilidade com a maioria das matrizes poliméricas e limitacdo da temperatura de
processamento; na verdade, materiais lignocelul6ésicos comecam a degradar perto de 220°C,
restringindo o tipo de matriz que pode ser utilizada em associacao as fibras naturais (AZ1Z1 SAMIR
et al., 2005; WAMBUA et al., 2003).

Zhou et al. (2013) desenvolveram hidrogéis superabsorventes a base de nanofibras de celulose,
carboximetilcelulose, poli(acido acrilico-co-acrilamida) e concluiram que fatores como quantidade
de NFC, tipo de sal, temperatura e pH, influenciam diretamente nas propriedades fisico-quimica dos
hidrogéis desenvolvidos. Os resultados mostram que, ap6s adicéo de 2,5% de NFC, a capacidade de
absorcdo de dgua aumentou de 245,8 para 458,79/ g. Em outros estudos, Gonzalez et al. (2014)
produziram hidrogéis de poli(alcool vinilico) e nanofibras de celulose e investigaram a utilizacéo
destes como curativo em feridas. Os autores observaram que a incorporagdo de nanofibras melhorou
as propriedades mecanicas e de barreiras contra bactérias, o que dificultou a penetracéo de bactérias

na pele durante 15 dias. Yadollahi et al. (2015) desenvolveram hidrogéis a base de
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carboximetilcelulose/ZnO e estudaram sua potencialidade na area médica. Os hidrogéis de
carboximetilcelulose com ZnO exibiram inchamento maior que os hidrogéis puros e sua atividade

antimicrobiana foi considerada eficiente contra E. coli (gram-negativa) e S. aureus (gram-positiva).

As técnicas de processamento de materiais nanoestruturados sdo fatores importantes e influenciam
diretamente nas propriedades finais dos mesmos (SILVA et al., 2009). A obtencdo de materiais
homogéneos é o principal desafio no processo de preparacdo. A utilizacdo de polimeros
hidrossoluveis facilita a dispersdo das nanoceluloses no meio reacional; solventes organicos também
podem ser utilizados para dispersar as NFC, mas é necessario o emprego de surfactantes (BONINI et
al., 2002); ou até mesmo nanofibras de celulose com superficies hidrofobicamente modificadas
(ARAKI et al., 2001; GRUNERT et al., 2002) podem ser utilizadas para facilitar a obtencdo de
materiais mais homogéneos. Nos ultimos anos, materiais poliméricos estruturados com nanoceluloses
tém se destacado como uma nova classe de materiais e atraido crescente interesse nas pesquisas
cientificas (LUNZ et al., 2012). Ha muito a ser descoberto sobre as propriedades das nanoceluloses,
desde a sua producdo até a incorpora¢do em novos materiais, bem como as inimeras aplicacfes e

propriedades finais dos materiais obtidos.

3.2.1 Modificac¢bes quimicas em nanocelulose

A celulose é considerada um material interessante para sintese de novos materiais, porém a presenca

dos grupos hidroxila sobre a superficie das fibrilas resulta em aglomeracdes e limita a sua utilizacéo.

A fim de se reduzir as intera¢des entre os grupos -OH das superficies das nanoceluloses, modificacdes
quimicas nestas superficies sdo pré-requisitos, muitas vezes inevitaveis, para adaptar as propriedades
interfaciais de substratos de nanoceluloses ou ajustar seu equilibrio hidrofilico-hidrofébico (HABIBI,
2014). O método de modificacdo quimica da superficie das NFCs e CNCs contribuem para
transforma-los em materiais co-continuos, através de ligacbes covalentes entre o agente de
compatibilizacdo e as nanoceluloses, sendo, portanto, de grande interesse no processamento de novos

materiais nanoestruturados.
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Isocianato de cadeia longa (SIQUEIRA et al., 2010), acidos de cadeias longas (MENEZES et al.,
2009) e PCL via polimerizagao por abertura de anel, do inglés “ring open polymerization” (GOFFIN
etal., 2011), tém sido relatados como op¢Bes para modificagdes quimica de nanocristais e nanofibras
de celulose. As nanoceluloses modificadas foram usadas como reforco em diferentes matrizes

poliméricas tais como PCL, PE e NR.

Habibi (2014) também apresenta em seu trabalho de revisdo algumas outras possibilidades para
modificar a superficie das nanoceluloses conferindo-lhes propriedades especificas e aplicacBes
sofisticadas. ModificacBes nao-covalentes da superficie de nanoceluloses sdo tipicamente feitas
atraves de adsorcdo de surfactantes que alteram as propriedades superficiais e interfaciais de um
material. Assim, as interacGes da matriz polimérica com o substrato nanocelulose (hanofibras ou
nanocristais) sdo asseguradas pela hidrofilicidade, atrac6es eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio ou
forcas de van der Waals. Esta abordagem foi relatada pela primeira vez por Heux et al. (2000) que
utilizaram surfactantes (a base de mono e diésteres de acido fosférico com alquilfenol) para modificar
CNC. As moléculas do tensoativo formaram uma fina camada de, aproximadamente, 15A na
superficie dos CNCs que dispersaram muito bem em solventes ndo polares (BONINI et al., 2002).
Além disso, quando os CNCs revestidos foram incorporados a matriz de polipropileno mostraram

boa compatibilidade e atuaram como notaveis agentes de nucleacdo (LJUNGBERG et al., 2006).

Outra modificacéo citada por Habibi (2014) é a sulfonacdo de CNC durante a hidrdlise catalisada por
acido sulfurico, através da esterificacdo de grupos hidroxila. Embora a presenca destes ésteres sulfato
na superficie dos CNCs comprometa a sua estabilidade térmica (ROMAN e WINTER, 2004), eles
sdo altamente desejados para a formacdo de suspensdes coloidais estaveis, que, apds secagem
controlada, formam filmes opticamente ativos. No entanto, 0s niveis de esterificacdo dependem
diretamente de vérios fatores, como o tempo de hidrdlise, temperatura, concentracdo de acido etc,

tornando-se muito dificil qualquer controle preciso da quantidade de grupos sulfato.

Saito et al. (2007) descrevem sobre a oxidacdo de grupos hidroxila das nanoceluloses utilizando
(2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxila)-mediada (ou oxidacdo mediada por TEMPO). A oxidacdo da

celulose foi utilizada para converter os grupos hidroximetila a sua forma carboxilica. Esta reacdo de
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oxidacdo € altamente seletiva para grupos hidroxilas primarias e foi escolhida para modificar

nanofibras e nanocristais de celuloses utilizados no presente estudo.

Normalmente, a oxida¢do mediada por TEMPO envolve a aplica¢do de um radical nitroxila estavel,
na presenca de hipoclorito de sddio e brometo de sodio. A utilizacdo desta técnica tem sido objeto de
estudos desde a sua introducdo por de Nooy et al. (1994), primeiros a mostrar que apenas 0S grupos
hidroximetila de polissacéridos sdo oxidados, ao passo que as hidroxilas secundarias permanecem
inalteradas. No caso das NFC, a oxidacdo mediada por TEMPO é muito utilizada para facilitar a
individualizacéo das fibras antes do processamento mecanico. Apoés alterar o seu potencial estrutural,
diminuindo a sua rigidez a partir de quebras de ligagcdes de hidrogénio dentro das nanoparticulas,
estas fibras de celulose TEMPO-oxidadas podem ser facilmente convertidas em nanofibras
individuais, altamente cristalinas, utilizando-se agitacdo mecanica. Este método tem sido utilizado
para uma variedade de fibras celuldsicas (SAITO et al., 2007; BESBES et al., 2011). As condicdes
ideais de reacdo, relatadas por Habibi (2014), sdo pH 10 e temperatura ambiente, produzindo-se
nanofibras de celulose de 3-20nm de didmetro e alguns micrémetros de comprimento, dependendo

da matéria-prima celulésica utilizada.

A oxidacdo mediada por TEMPO, de CNCs obtidos a partir de hidrélise com HCI, foi relatada pela
primeira vez por Araki et al. (2001). Os autores demonstraram que, apés a oxidacdo, os CNCs
mantiveram a sua integridade morfoldgica inicial e formaram uma suspensdo homogénea quando
dispersos em &gua. A base para esta Ultima observacdo foi a presenca de grupos carboxilatos que
transmitiam cargas negativas as superficies dos CNCs e, portanto, induzia a estabilizacdo

eletrostética; tal observacao foi confirmada nos trabalhos desenvolvidos por Habibi et al. (2006).

Habibi (2014) também cita reacfes de esterificacdo, eterificacdo, uretanizacdo, amidacao, dentre
outras, como alternativas para se modificar NFC e CNC e garantir uma maior solubilidade e disperséo
das nanoceluloses em solventes apolares. Para este estudo, sdo reacBes de menor relevancia. O
objetivo de se modificar quimicamente as nanoceluloses, via oxidacdo mediada por TEMPO, para 0
presente trabalho, é intensificar o nimero de grupos carboxilatos disponiveis nos sistemas estudados:

gel de alginato e nanoceluloses e géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses. E assim, avaliar
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os efeitos das nanoceluloses adicionadas aos sistemas nas propriedades finais dos géis, visando uma

melhor estabilidade mecénica e bioadesdo dos compostos formados.
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CAPITULO 4

4. MATERIAIS E METODOS

O presente capitulo descreve os materiais e métodos utilizados para a extracdo e modificacdo quimica
das nanofibras e nanocristais de celulose, a partir da oxidagdo de grupos hidroxilas, e a caracterizacéo
das nanoceluloses antes e apds a funcionalizagdo. Descreve a sintese e caracterizacado fisica, quimica
e bioldgica de géis de alginato e nanoceluloses e géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses

visando aplicacdo biomédica.

4.1 Materiais

Todas as fibras de celulose utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir da polpa Kraft branqueada

de Eucalyptus (adquirida da Suzano Papel e Celulose e da Bahia Pulp).

Para oxidacdo das fibras de celulose utilizou-se solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO), 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxila (TEMPO-CyH13ON, 98%), brometo de sodio (NaBr), &cido cloridrico
(HCI, 37%), &cido sulfarico (H2SOa4, 98%) da SIGMA-ALDRICH. Hidrdxido de sodio (NaOH) de
qualidade laboratorial FMAIA, foi utilizado sem tratamento adicional.

A sintese dos géis foi feita com alginato de sodio de alta massa molecular (Mw = 1 x 10°g/ mol), um
copolimero formado por unidades de acido Gulurénico (G) e Manurdnico (M), com razdo M/G= 1,56,
viscosidade de, aproximadamente, 250cP (a 25°C, em 2% em H,0), adquirido da SIGMA-
ALDRICH. A quitosana utilizada é de origem chinesa de baixa massa molar (<100kDa) fornecida
pela empresa PHYTOMARE e possui um grau de desacetilacdo médio maior que 90% (determinado
por nosso grupo de pesquisa, através de titulacdo potenciométrica, FTIR e RMN 1H). Acido Acético
Glacial (C2H402, 99,8%) e o cloreto de calcio (CaClz.2H20) da VETEC® QUIMICA FINA Ltda, com

grau analitico.
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Para a solucéo salina fosfatada utilizou-se cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI) e fosfato
de potéssio anidro (K3PO4) da SYNTH, fosfato de sédio monohidratado (NasPO4.1H20) VETEC®
QUIMICA FINA Ltda e acido ortofosférico (HsPOs, 85%) NEON. Todos os reagentes obtidos foram

utilizados conforme recebidos, sem qualquer tipo de purificacdo prévia.

Para a cultura de células utilizou-se Fibroblastos de rato L929, adquiridos da American Type Culture
Collection (ATCC: Manassas, Va, EUA) e meio Dulbecco Medium Eagle's High Glucose (DMEM),
com alto teor de glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e solugdo antibidtica
(0,2mg/ mL de estreptomicina e 100U/ mL de penicilina). O brometo de (4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) foi adquirido da Gibco-Invitrogen, Brasil. As células foram cultivadas a 37°C
numa atmosfera umidificada com 95% de ar e 5% de CO». As células foram sub-cultivadas atingindo
80% de concentracio, semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 6 x 10° células/ pogo e

cultivadas por 24h.

4.2 Métodos

4.2.1 Extracao, funcionalizacéo e caracterizacdo das nanoceluloses

Nanofibras (NFC) e nanocristais de celulose (CNC), isolados a partir de polpa de celulose branqueada

foram extraidos a partir de tratamentos quimicos e mecanicos:

e NFC: as nanofibras, isoladas a partir de polpa de celulose por tratamentos mecéanicos, foram
fornecidas pela empresa Suzano Papel e Celulose. As fibras de celulose foram suspensas em
agua (2% m/m) e moidas utilizando um moinho Supermass Colloider (MKZA10-20J CE
Masuko Sangyo, Japdo) até obtencdo final da suspensdo de NFC (1,5% m/m).

e CNC: os nanocristais foram preparados a partir da polpa Kraft branqueada no Laboratério de
Fisico-Quimica da UFMG. Realizou-se a hidrélise com acido sulfarico (H2SO4 65% v/v, 50°C
em banho-maria, sob agitacdo mecanica constante durante 50 minutos (ou até adquirir uma
coloracdo levemente amarronzada). Foram realizadas 3 dilui¢bes com agua milli-Q, seguidas

de centrifugacdes, para remoc¢do do sobrenadante até a obtencdo de uma suspensao leitosa,
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sem presenca de precipitados. A suspensdo foi transferida para membranas de dialise.
Sucessivas trocas de dgua foram realizadas até que o pH da suspenséo fosse igual ao da agua
destilada utilizada no processo de hidrélise (pH 6). As solugdes dialisadas foram sonicadas
por 2 min em ultrassom de ponta (Unique Sonicator, 40 kHz) e filtradas em papel de filtro
qualitativo para evitar aglomerados na suspensdo final. As suspensdes de CNC resultantes

apresentaram concentragdes de, aproximadamente, 1,5% (m/m).

A fim de avaliar a influéncia da morfologia dos CNCs e NFCs nos géis de alginato e nos géis semi-

IPNs alginato/ quitosana, bem como o efeito das cargas superficiais nas caracteristicas dos geis,

realizou-se a funcionalizagdo de grupos hidroxilas das nanoceluloses, via oxidagdo mediada por
TEMPO.

A conversao dos grupos OH da superficie das nanoceluloses a grupos —COO" foi realizada de acordo

com o método descrito por Saito et al. (2007), utilizando o TEMPO como catalisador e hipoclorito

de sddio como agente oxidante:

Nanofibras TEMPO-oxidadas (NFCT): Para cada 1g de polpa de celulose (a concentracédo de
2% m/m) utilizou-se 0,016g de TEMPO, 0,1g de NaBr e 5,35mL de NaCIO a 14% (m/m). A
reacdo ocorreu em pH 10. Apds oxidacdo, as fibras foram lavadas com agua destilada até que
o0 pH das fibras se igualasse ao pH da 4gua de lavagem. Preparou-se suspensdes 2% (m/m) de
fibras em agua.

Nanocristais TEMPO-oxidados (CNCT): o procedimento de oxidagdo TEMPO foi adaptado
do método descrito por Saito et al. (2007). O catalisador TEMPO e o NaBr foram dissolvidos
em agua até concentracbes de 0,1mmol e 1,0mmol por grama de CNC, respectivamente. Em
seguida foram misturados com a suspensdo de CNC (2% m/m). O pH da suspensdo foi
ajustado para 10 com solucdo de NaOH (0,25mol/L). A reacdo foi iniciada pela adicdo de
hipoclorito de s6dio gota a gota. A quantidade de NaCIO foi escolhida de modo a obter um
grau de oxidacao de 1,0mmol por grama de polpa de celulose (0,744g). O CNCT foi lavado
até a sua condutividade ser semelhante a da agua destilada usando membrana de diélise (6-8
kDa).
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Espera-se a oxidacdo dos grupos -OH priméarios (C6) da celulose a grupos -COO (C6) pela
combinacdo TEMPO/ NaBr/ NaClO, em meio aquoso, pH 10-11 (ISOGAI et al., 2011), conforme

esquematizado na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Representacdo esquematica da reacdo de oxidacdo mediada por TEMPO de
nanoceluloses. (Fonte: ISOGAI et al., 2011- adaptada).

Para determinar o grau de oxidacdo (GO) dos grupos hidroxilas das nanoceluloses modificadas a
grupo -COO, realizou-se uma titulacdo condutimétrica, conforme descrito por Saito e Isogai (2004):
aproximadamente, 50mg de nanocelulose TEMPO foi suspensa em solu¢do de acido cloridrico
0,05mol/L e o pH ajustado para 2,7 a fim de protonar todos os grupos acidos presentes na superficie
da fibra .

Ao obter uma suspensdo estavel, titulou-se com NaOH 0,01mol/L e grau de oxidacdo (GO), ou
quantidade total de grupos carboxilatos das nanoceluloses TEMPO-oxidadas, foi calculado a partir
da equacéo (4.1):
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GO =C(V2- V1) m (4.1)

Onde, C: ¢ a concentracdo de NaOH (mol/L); V1: volume de NaOH necessario para neutralizar os
acidos fortes (mL); V2: volume de NaOH necessario para titular o H* dos grupos acido carboxilico

(mL); m: a massa da amostra seca (g).

4.2.2 Géis de alginato e nanoceluloses

O polimero alginato de sédio apresenta uma caracteristica importante para a formacéo praticamente
instantanea de hidrogéis. Quando inseridos em meio contendo fons bi ou trivalentes (Ca?*, Ba?*, Fe?*,
Fe3*, AI®"), ha uma espontaneidade na formagcéo de hidrogéis devido a forte interacdo entre alginato-
ions reticuladores (FERNANDES et al., 2017).

Dentre as varias possibilidades de aplicacdo das nanoceluloses cita-se os géis de alginato, devido ao

seu carater hidrofilico, assim como as caracteristicas iniciais das fibras.

Neste estudo propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas de géis de alginato e nanoceluloses (com e
sem modificacdo quimica) foram investigadas. Avaliou-se a influéncia do tipo de nanocelulose (CNC/

NFC) e da concentracdo das mesmas nas propriedades finais dos géis funcionais.

e Sintese dos géis de alginato e nanoceluloses TEMPO oxidadas e sem

modificacdo quimica

Para fins comparativos, preparou-se, primeiramente, um gel de alginato reticulado com ions calcio
(Alg_Ca?*). Uma solucéo do polissacarideo alginato de sddio 2% (m/ v) foi preparada, transferida
para uma placa de Petri, congelada com nitrogénio liquido (-196°C) por 5min e liofilizada a -50°C,
por 48h (liofilizador de bandejas Terroni LC 3000). O material seco foi entdo adicionado a um banho
de CaClz a 2% (m/ v), por 24h, & temperatura ambiente, para que a reticulagcdo acontecesse e se

formasse o gel. Por fim, o gel foi lavado com agua destilada para a remogé&o de ions célcio em excesso,
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congelados com nitrogénio liquido e liofilizados novamente por mais 48h. O procedimento adotado

é semelhante ao descrito por Lin et al. (2012).

Para a sintese dos géis de alginato e nanoceluloses, fez-se, primeiramente, a dispersdo das

nanoceluloses em solucdo de alginato de sédio (2% m/v), utilizando um ultrassom de ponta por 1

minuto. As concentracdes de nanoceluloses utilizadas no presente estudo estdo apresentadas na

Tabela IV. 1. Em seguida, as amostras foram também liofilizadas por 48h e reticuladas com ions Ca?*

utilizando-se solugéo de CaCl> 2% (m/ v), por 24h. Por fim, os materiais reticulados foram lavados

com agua destilada para a remocao de ions calcio em excesso e liofilizados por mais 48h.

Tabela IV.1: Reagentes para as sinteses dos géis de alginato e nanoceluloses

Amostra Alginato (g) | Nanocelulose (g) Razéo H2Ototar (ML)
nanocelulose/alginato

Alg_Ca* 0,200 0,000 0,000 10,0
Alg_CNC10 0,281 0,030 0,100 16,8
Alg_CNC36 0,200 0,112 0,560 20,0
Alg_CNC50 0,156 0,156 1,000 21,7
Alg_CNCT10 0,281 0,030 0,100 16,8
Alg_CNCT36 0,200 0,112 0,560 20,0
Alg CNCT50 0,156 0,156 1,000 21,7
Alg_NFC10 0,281 0,030 0,100 16,8
Alg_NFC36 0,200 0,112 0,560 20,0
Alg_NFC50 0,156 0,156 1,000 21,7
Alg_NFCT10 0,281 0,030 0,100 16,8
Alg_ NFCT36 0,200 0,112 0,560 20,0
Alg NFCT50 0,156 0,156 1,000 21,7
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Priorizou-se a relacdo entre a massa das nanoceluloses adicionadas aos sistemas e a massa total de

solidos presentes, sendo:

e Alg_nanoceluloses 10: 10% (m/m) de nanocelulose; 90% (m/m) de alginato
e Alg_nanoceluloses 36: 36% (m/m) de nanocelulose; 64% (m/m) de alginato

e Alg_nanoceluloses 50: 50% (m/m) de nanocelulose; 50% (m/m) de alginato

4.2.3 Géis de alginato/ quitosana e nanoceluloses

Para a reagdo de formacdo dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses faz-se necessaria
a interacdo idnica dos grupamentos carboxilicos do alginato com os grupamentos amino da quitosana,
além da reticulacdo dos grupos -COO", livres no sistema, com os fons Ca?* adicionados ao mesmo. A
reacao foi realizada em meio aquoso, sendo necessario que ambos polieletrélitos estivessem na forma
ionizada; isso acontece em intervalo de pH proximo aos intervalos de pKa dos dois polimeros
(SENEL et al., 2000). O alginato, composto de sequéncias de acido manurénico (M) e gulurdnico
(G), apresenta os valores de pKa de 3,38 e 3,65 para as sequéncias M e G, respectivamente. A
quitosana apresenta um valor médio de pKa 6,3. Logo, para o sistema escolhido, o intervalo da reacao
de complexacdo deve ocorrer entre 3,5 - 6,3. No presente estudo utilizou-se pH 5,3, apds testes
iniciais em faixas distintas de pH (4,0; 4,5; 5,3 € 6,0).

e Sintese dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses

Para fins comparativos, preparou-se um gel de alginato e quitosana, reticulado com ions calcio
(Alg_Qui). Inicialmente, preparou-se uma solucdo de quitosana 2% (m/v): 20g de quitosana em
1000mL de solucao de acido acético 2% (v/v); ajustou-se o pH da solucdo de quitosana para 5,3 com
solucao de NaOH (10mol/L). Preparou-se 1000mL de uma solucéo aquosa do polissacarideo alginato
de sodio 2% (m/v). A fim de diminuir a viscosidade do sistema e facilitar a homogeinizagdo do
mesmo, as solugdes de alginato e quitosana foram aquecidas a 60°C. Lentamente, e sob constante

agitacdo (340rpm), a solucéo de alginato foi adicionada a solugéo de quitosana; o sistema permaneceu
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sob aquecimento e agitacdo por mais 60 minutos. Em seguida, o sistema foi congelado (-6°C, por
24h) e liofilizado por 48h. Adicionou-se o material liofilizado em um banho (100mL) de CaCl> 2%
(m/v), por 15 minutos, para que a reticulagéo dos grupos -COO" disponiveis acontecesse e se formasse
o0 gel semi-IPN; salienta-se que foi feita uma avaliacdo prévia a respeito da influéncia do tempo de
contato dos polieletrolitos Alg_Qui com a solucédo de CaCl, (2% m/v) no processo de reticulagéo:
15min, 1h e 24h. N&o foram observadas alteragdes na estabilidade dimensional das amostras. Por fim,
o gel foi lavado com &gua destilada para a remocéo de ions calcio em excesso, congelado (-6°C, por

24h) e novamente liofilizado por mais 48h.

Para a sintese dos geéis semi-IPN alginato/ quitosana e nanoceluloses, fez-se, primeiramente, a
dispersdo das nanoceluloses (1,14% m/v) em solucdo de alginato de sédio (2%), utilizando um
ultrassom de ponta durante 1 minuto. As massas de nanoceluloses utilizadas no presente estudo estao
apresentadas na Tabela V. 2. As solucgdes de alginato com as nanoceluloses dispersas e a solucao de
quitosana foram aquecidas a 60°C. Lentamente, e sob constante agitacdo, a 340rpm, a solucéo de
alginato foi adicionada a solugdo de quitosana, assim como realizado para o sistema alginato/
quitosana, sem nanoceluloses. O sistema permaneceu sob aquecimento e agitagdo por mais 60
minutos e, em seguida, foi congelado e liofilizado por 48h. Adicionou-se o material em um banho de
CaClz 2% (m/ v), por 15 minutos, para que a reticulagdo dos grupos -COO" disponiveis acontecesse
e se formassem os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses. Por fim, os materiais
reticulados foram lavados com agua destilada para a remocao de ions calcio em excesso e liofilizados

por mais 48h.
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Tabela IV.2: Reagentes para as sinteses dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses

Amostra Quitosana | Alginato Nanocelulose Razéao
(9) (9) (9) nanocelulose/Alg+Qui

Alg_QUi pranco) 0,20 0,20 0,00 0,00
Alg_Qui_CNC10 0,20 0,20 0,04 0,10
Alg_Qui_CNC36 0,20 0,20 0,22 0,55
Alg_Qui_CNC50 0,20 0,20 0,40 1,00
Alg_Qui_CNCT10 0,20 0,20 0,04 0,10
Alg_Qui_CNCT36 0,20 0,20 0,22 0,55
Alg_Qui_CNCT50 0,20 0,20 0,40 1,00
Alg_Qui_NFC10 0,20 0,20 0,04 0,10
Alg_Qui_NFC36 0,20 0,20 0,22 0,55
Alg_Qui_NFC50 0,20 0,20 0,40 1,00
Alg_Qui_NFCT10 0,20 0,20 0,04 0,10
Alg_Qui_NFCT36 0,20 0,20 0,22 0,55
Alg_Qui_NFCT50 0,20 0,20 0,40 1,00

Priorizou-se a relacdo entre as massas das nanoceluloses adicionadas aos sistemas e a massa total de

solidos presentes, sendo:

e Alg Qui_Nanoceluloses10: 10% de nanocelulose; 90% de alginato+quitosana

e Alg Qui_Nanoceluloses36: 36% de nanocelulose; 64% de alginato+quitosana

e Alg Qui_Nanoceluloses50: 50% de nanocelulose; 50% de alginato+quitosana
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4.2.4 Caracterizacdo das nanoceluloses, dos géis de alginato e nanoceluloses e dos géis

semi-1PNs de alginato/ quitosana e nanoceluloses

Para evidenciar as modificacdes quimicas realizadas nas nanoceluloses (oxidacdo TEMPO-mediada),
confirmar aspectos estruturais e a distribuicdo de tamanho das mesmas, bem como para avaliar o
desempenho dos géis de alginato e nanoceluloses e geéis semi-IPNS alginate/ quitosana e
nanoceluloses, contendo diferentes quantidades de grupos -COO-, diferentes analises foram

realizadas:

e Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As imagens de MET foram obtidas no Centro de Microscopia da UFMG, em um microscopio
eletronico de transmissdo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI - 120kV. As amostras foram preparadas
via deposicdo das nanoceluloses (0,01% m/m) previamente dispersas em grades de transmissdo de

cobre, recobertas com Formvar e contrastadas com uma solucédo de acetato de uranila 2% (m/v).

e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a caracterizacdo morfologica dos géis utilizou-se um microscopio eletrénico de varredura de
feixe duplo — FEI Quanta FEG 3D. As amostras foram previamente criofraturadas utilizando N2, para
evitar a deformacdo da matriz na fratura. Em seguida, foram fixadas no suporte e revestidas com um
filme continuo de carbono, com 15nm de espessura. As imagens foram registradas em varias
magnificacdes utilizando o modo de elétrons secundarios e uma voltagem de aceleracdo de 20kV. As
micrografias (MEV) também foram usadas para estimar o tamanho médio dos poros dos géis via
analise de imagem com o software Image J. Um minimo de 15 medicdes foi realizado para cada

amostra.
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e Birrefringéncia de Fluxo das Suspensdes de CNCs

Imagens birrefringentes de suspensdes de CNCT (2% m/v) foram observadas entre dois polarizadores
cruzados. As fotografias foram obtidas com uma camera Canon EDS100 megapixels.

e Microtomografia Computadorizada de Raios X (micro-CT)

Para a analise da morfologia tridimensional dos géis de alginato e nanoceluloses e geis de alginato/
quitosana e nanoceluloses as amostras foram primeiramente criofraturadas utilizando N2, a fim de
evitar a deformacdo da matriz na fratura. Utilizou-se um microtomografo SkyScan 1174 (Bruker,
Alemanha). Este sistema é equipado com uma fonte de raios X de tungsténio 50KeV / 40W e uma
camera CCD de 1,3 megapixel resfriada acoplada ao cintilador por lente com faixa de zoom 1:6.
ProjecGes foram registradas entre 0 e 360°, em incrementos angulares de 0,50°. Amostras dos géis
Alg_CNCT50, Alg_NFCT50, Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50, com se¢es transversais de
comprimento de borda de £ 12mm foram selecionadas e registradas em 40kV e 800pA. O tamanho
do pixel de, aproximadamente, 10um foi alcancado. A reconstrucdo da imagem foi realizada usando
o algoritmo de Feldkamp. A visualizacdo e analise quantitativa dos volumes reconstruidos foram
realizadas usando o software Avizo ™ da Thermo Scientific ™ (ThermoFisher Scientific, Oregon /
USA).

e Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier e
Reflexdo Total Atenuada (FTIR - ATR)

Os espectros de infravermelho das nanoceluloses e dos géis de alginato e nanoceluloses liofilizados
foram registados a temperatura ambiente num espectrdmetro Perkin-Elmer Spectrum Version
10.03.02, em comprimentos de onda variando de 4000 a 500cm™, resolucdo de 2cm™ e um actimulo

de 20 varreduras.
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e Anédlise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas das nanoceluloses e dos geis de alginato e nanoceluloses foram
realizadas em um equipamento TGA— DTG-60 Shimadzu, aquecidas de 25 até 600°C a uma raz&o de
4°C.min"e/ou 10°C.mint. Utilizou-se um fluxo de N2 a 200 mL.min! e massas das amostras de,

aproximadamente, 2,5mg, em cadinho de alumina.

e Cristalinidade

Para determinar o indice de cristalinidade (Ic) das nanoceluloses utilizadas no presente estudo e dos
géis sintetizados neste trabalho, utilizou-se um difratbmetro da Shimadzu, modelo XRD-6000,
radiacdo monocromatica Cu K, (A =0,15428nm), voltagem de 30kV e corrente de 30mA. As medidas
foram realizadas no modo de varredura continuo com velocidade de 2°/min no intervalo de angulo de
Bragg (20) de 5 a 50°. Os valores do Ic foram estimados de acordo com a equagéo classica proposta
por Segal et al. (1959):

I1.(%) = % x 100 (4.2)

Onde, I200 é a intensidade méaxima do plano de difracdo (002) atribuida a regido cristalina da celulose

e lam € a intensidade de difracdo em 18° de 26 (angulo de Bragg) atribuida a regido amorfa da celulose.

e Determinacdo do tempo de equilibrio e grau de inchamento dos géis de alginato

e nanoceluloses e dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses

A fim de avaliar a capacidade de hidratacdo dos géis de alginato e nanoceluloses e dos géis semi-
IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses e a influéncia da porosidade dos mesmos em suas
propriedades fisico-quimicas, ensaios de inchamento em diferentes meios foram realizados (Tabela
IV. 3). Primeiramente, foram preparadas solu¢des tampdes fosfatadas, segundo metodologia proposta
por Sadahira (2007):
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o pH 3: 34,0 g de ortofosfato dihidrogénio de potassio (KH2PO4) pesados e solubilizados em
200 mL de agua deionizada. O pH da solucéo foi ajustado para 3,0 com &cido ortofosforico.
Em seguida, transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico de 250mL, completou-se o
volume com &gua e homogeneizou-se.

o pH 7,4: dissolveu-se 80,1g de cloreto de sodio (NaCl), 2,0g de cloreto de potassio (KCI),
13,89 de dihidrogenofosfato de sédio monohidratado (NaH2PO4.H20) e 3,06g de fosfato
monoécido de potassio anidro (KoHPO4) em 800mL de &gua destilada. O pH foi ajustado para
7,4 com adicdo de NaOH 5mol/L. O volume foi, entdo, completado para 1000mL com adicao
de 4gua deionizada.

o pH 9: dissolveu-se 4,35g de ortofosfato dihidrogénio de potassio (KH2PO4) em 200mL de
agua deionizada. O pH da solucdo foi ajustado para 9,0 com KOH 1mol/L. Em seguida,
transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 250mL e completou-se o volume com

agua.

Tabela IV. 3: Valores de temperatura e pH utilizados nos ensaios de inchamento dos géis de alginato

e nanoceluloses e géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses.

Gel Temperatura (°C) pH
Alginato e nanoceluloses 25; 37 6,3 (agua milli-Q)
25; 37 7,4
Alginato/ quitosana e 25; 37 6,3 (agua milli-Q)
nanoceluloses
37 3,0
25; 37 7,4
37 9,0

Sabe-se que, durante a expansdo, o volume do hidrogel aumenta até que se atinja o equilibrio

termodinamico, no qual os potenciais quimicos do solvente dentro e fora do gel sdo iguais
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(KOKUFUTA, 1993). Assim, determinou-se primeiramente o tempo de equilibrio (ou de
estabilizacdo) dos géis estudados em &agua milli-Q e em tampé&o fosfato pH 7,4, a 25 e 37°C: amostras
secas dos géis foram exatamente pesadas e adicionadas a erlenmeyers contendo 50mL de solugdo
salina tamponada com fosfato (PBS) ou 50mL de agua milli Q. Em intervalos de tempo regulares, as
amostras foram recolhidas e pesadas. A remoc¢édo do excesso de agua superficial foi feita com papel
de filtro. O ganho de massa maximo foi calculado conforme equacéo (4.3):

M¢—My
My

Ganho de massa (i) = 4.3)

Onde: M representa a massa da amostra inchada no tempo t, e Mg @ massa inicial da amostra antes

do inchamento.

Ap06s a determinacdo do tempo de equilibrio para algumas amostras dos géis, realizaram-se ensaios
de inchamento maximo para os demais géis de alginato e nanoceluloses e géis semi-IPNs alginato/
quitosana e nanoceluloses: amostras secas dos géis foram pesadas e adicionadas a erlenmeyers
contendo 50mL de 4gua milli-Q ou PBS (pH 3,0; 7,4 ou 9,0) a 37°C, por 2h (tempo superior ao tempo
de equilibrio). Em seguida, as amostras foram recolhidas e pesadas. Utilizou-se papel de filtro para
remocdo do excesso de agua superficial das amostras antes da pesagem. Calculou-se o ganho de

massa maximo (g/g), segundo equagéo 4.3.

e Analise Mecanica

O comportamento mecanico dos géis foi estudado a partir de andlises termodinamico-mecanicas
(DMTA). As medidas foram realizadas em analisador da NETZSCH, modelo DMA 242 E Artemis,
em modo de compressdo. Foram utilizados corpos-de-prova com formato irregular e espessura
méaxima de 6mm. As medidas foram realizadas no intervalo de temperatura entre 20 e 80°C, com taxa
de aquecimento de 3°C/ min, frequéncia constante de 1Hz e carga oscilante de 5N. Determinou-se o
moddulo de armazenamento (E’), que ¢ uma medida da energia mecanica que o material ¢ capaz de
armazenar, em determinadas condi¢Ges experimentais, na forma de energia potencial ou elastica
(WETTON et al., 1986).
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A fim de se avaliar a influéncia de um pds-tratamento térmico nas propriedades mecanicas dos géis,

foram realizados dois tipos de ensaios:

e Para o primeiro, dois ciclos consecutivos de aquecimento/ resfriamento foram realizados na
mesma amostra, no forno do aparelho de DMTA, a fim de se determinar o modulo de
armazenamento para o primeiro e o segundo ciclos de aquecimento/ resfriamento (E'1 e E"),
respectivamente. Este ensaio foi realizado para os géis de alginato e nanoceluloses e para 0s
géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses

e Emum segundo ensaio, realizado apenas para o gel de alginato e nanofibras de celulose (50%
m/m), amostras do gel foram termicamente tratadas em estufa, a 80°C, durante 1lhora ou 4
horas.

e Todas as medidas foram realizadas em duplicata.

Para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses o comportamento mecanico foi também
estudado a partir de analises termomecéanicas (TMA). As medidas foram realizadas no Laboratorio
de Fisico-Quimica da PUC MINAS, em um equipamento TMA-60H — Shimadzu. Foram utilizados
corpos de prova com formato retangular e dimensdes varidveis. As medidas foram realizadas no
intervalo de temperatura entre 20 e 70°C, com taxa de aquecimento de 2°C/min, frequéncia constante
de 1Hz, carga inicial (em massa) igual a 50g e diametro da ponteira igual a 3,3mm. A fim de se avaliar
a influéncia de um tratamento térmico nas propriedades mecanicas dos geis semi-IPNs de alginato/
quitosana e nanoceluloses, foram realizados 2 ciclos de aquecimento para uma mesma amostra e o
efeito da concentracdo e do tipo de nanocelulose adicionada aos géis de alginato, nas propriedades

finais dos mesmos, também foi avaliado.

e Ensaios de citotoxicidade e crescimento de células dos géis de alginato e

nanoceluloses e géis semi-1PNs alginato/ quitosana e nanoceluloses

Sabendo da importéncia do ambiente extracelular na regulagdo do comportamento das células e da
grande aplicabilidade dos géis de alginato e quitosana para cultura celular, ensaios de citotoxidade e

crescimento de células foram realizados para os materiais sintetizados no presente estudo: géis de
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alginato e nanoceluloses e geis semi-IPNs de alginato/ quitosana e nanoceluloses, visando aplicacéo

em engenharia de tecidos.

Teste de citotoxicidade in vitro: A citotoxicidade das células de fibroblastos L929 foi avaliada usando
um ensaio MTT apo6s 24, 48 e 96h de tratamento e avaliada tanto pelo ensaio de contato direto como
pelo ensaio de contato indireto em conformidade com I1SO-10993-5 (Avaliacdo bioldgica de
dispositivos médicos - Parte 5: testes para citotoxicidade in vitro) conforme descrito por (PARIENTE
et al., 2002 e DOMINGUES et al., 2014). A viabilidade celular foi expressa como uma percentagem
da viabilidade detectada para as células tratadas (com o contacto de gel) versus a viabilidade das
células incubadas com meio de ensaio de cultura (ndo tratado). Os dados sdo expressos como média

+ desvio padréo (n = 6).

Para o ensaio de contato direto, as células foram colocadas em uma placa de cultura de 96 pocos, a
uma densidade de 6x10° células/ poco e incubadas por 24h. Os géis foram cortados em pedagos de
5x5x1mm? e esterilizados por irradiagdo UV por 30min. Em seguida, os géis foram colocados sobre
uma camada de células de fibroblastos e incubados por 96h. As amostras foram avaliadas as 24, 48,
72 e 96h, respectivamente. Subsequentemente, em cada intervalo de tempo, os géis e 0 meio de cultura
de células foram removidos e os pocos foram lavados com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) estéril. Adicionou-se 10% de solucdo de MTT a cada poco e, apds 4h, os sais formados foram
solubilizados em solu¢do de dodecil sulfato de sédio (SDS), a 1% (m/m). A absorbancia do contetdo
de cada pogo foi medida a 570nm usando um espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan
Spectrum MCC / 340.

O ensaio de contato indireto ou teste de elui¢do foi realizado usando os géis extraidos do meio de
cultura celular. O extrato foi preparado embebendo os géis em meio de cultura DMEM com alto teor
de glicose, durante 48h e, subsequentemente, filtrado através de um filtro de seringa de 0,22mm para
esterilizar a mistura. Os extraiveis das amostras (que migraram para 0 meio nutriente) foram
colocados em uma camada de células e incubados por 24, 48, 72 e 96h. Posteriormente, em cada
intervalo de tempo, o meio de cultura das células foi removido, e o teste de MTT foi realizado de
forma semelhante a descrita para 0 método do contato direto.
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Proliferacdo e fixacdo celular: A proliferacdo e fixacdo de células nos geis foram avaliadas por
imagens de microscopia eletronica de varredura. As células foram semeadas em amostras de gel,
cortadas em um pedaco de 5x5x1mm? e esterilizadas por irradiagio UV por 30min. Antes da
sementeira de células, os géis foram imersos em FBS durante 1h e depois semeados com suspensao
de células de fibroblastos a uma densidade de 5 x 10°células/ mL. O material permaneceu incubado,
a 37°C, em atmosfera de CO>, durante 7 dias. No final do periodo de incubagéo, os géis contendo as
células foram lavados cuidadosamente com PBS e fixados com glutaraldeido a 2,5% a 37°C. As
amostras secas foram imersas em gradiente de etanol (10, 20, 40, 60, 80 e 100%) e secas a vacuo, em
um dessecador. Por fim, foram revestidas com ouro, a uma taxa de deposicdo muito baixa e analisadas

usando um microscépio eletrénico de varredura Quanta FIB EGF 3D, FEI.
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CAPITULO5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO: GEIS DE ALGINATO E
NANOCELULOSES E GEIS SEMI-IPNs ALGINATO/ QUITOSANA E
NANOCELULOSES

Este capitulo foi dividido em trés secBes: no item 5.1 apresenta-se a caracterizacdo das nanofibras e
nanocristais de celulose, funcionalizados e sem modificacdo quimica, utilizados na sintese dos géis.
Nos itens 5.2 e 5.3, estdo apresentados e discutidos os resultados experimentais referentes a sintese e
caracterizacdo dos géis de alginato e nanoceluloses e alginato/ quitosana e nanoceluloses visando

possiveis aplicacdes biomédicas.

5.1. Caracterizacgao e funcionalizacdo de nanoceluloses

As nanoceluloses, além de excelentes propriedades mecanicas, apresentam também outras
caracteristicas interessantes para a sintese de géis compaésitos funcionais, como biocompatibilidade e
alta reatividade (ZIMMERMANN et al., 2010). As suas caracteristicas morfoldgicas, carga
superficial e teor de cristalinidade tém influéncia direta nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas

dos géis de alginato e géis semi-IPNs de alginato e quitosana.

Para confirmar aspectos estruturais das nanoceluloses e evidenciar as modificacBes quimicas
desenvolvidas no presente estudo (oxidacdo das hidroxilas priméarias de NFC e CNC) foram
realizadas analises de birrefringéncia de fluxo dos CNCs, microscopia eletrénica de transmisséo
(MET), espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier e Reflexdo Total
Atenuada (FTIR - ATR), difracdo de raio-X (DRX) e analises térmicas (TGA—- DTG, em atmosfera
de N2) das nanoceluloses TEMPO-oxidadas e sem modificacdo quimica. Realizou-se também uma
titulacdo condutimétrica das nanoceluloses TEMPO-oxidadas, a fim de determinar o grau de oxidacgao

(GO) dos grupos hidroxilas das nanoceluloses modificadas.
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e Birrefringéncia de fluxo dos CNCs

O comportamento anisotrépico dos nanocristais de celulose é comprovado pela formacéo de imagens
birrefringentes quando dispersdes aquosas séo observadas entre polarizadores cruzados (Figura 5.1).
O aparecimento de birrefringéncia de fluxo € resultado de uma organizacdo induzida dos CNCs em

suspensao.

Figura 5.1: Imagens iridescentes de dispersdes de CNC em &gua, com concentracdo de

aproximadamente 2% (m/v).

A imagem apresentada na Figura 5.1 comprova a ordenacdo das particulas de CNC em meio liquido
e sugere a incorporacdo de grupos sulfatos na superficie dos CNCs e/ou carboxilatos na superficie
dos CNCT, durante o processo de hidrolise acida e oxidacdo mediada por TEMPO (confirmados por
analises de FTIR e titulacdo condutimétrica). A presenca de cargas na superficie dos CNC/ CNCT

garante a formacao de suspensdes estaveis.

O arranjo anisotropico é formado devido a presenca destas cargas na superficie dos nanocristais € a
morfologia em forma de bastdo dos CNCs. A transicdo de fase (isotropica/ anisotrépica) também
depende da forma geométrica dos nanocristais, do tamanho e da razdo de aspecto (AZIZI SAMIR et
al., 2005).
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e Caracterizacdo morfoldgica

As imagens obtidas por MET tém como objetivo quantificar as dimensbes das nanoceluloses e
observar a sua morfologia. A Figura 5.2 apresenta as micrografias dos nanocristais e nanofibras de
celulose sem modificagdo quimica e nanoceluloses TEMPO-oxidadas, utilizadas no presente estudo.

-
v, R

',,._ln"gv.- -~

Figura 5.2: Caracteristicas morfologicas das amostras das nanoceluloses ndo modificadas e
nanoceluloses TEMPO-oxidadas - imagens obtidas por MET dos CNCs (a); CNCT (b); NFCs (c);
NFCT (d).

A partir da analise da Figura 5.2 (a-b) pode-se observar que os CNCs exibiram uma morfologia tipica
de um bastdo, com um comprimento de 170£15nm e um diametro médio de 4+lnm. Apos a
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modificacdo TEMPO, ndo foram observadas alteracdes significativas na morfologia dos CNCs, como
relatado na literatura (LIN et al., 2011; NASERI et al., 2016). Ressalta-se que, devido as limitacGes
da tecnologia de refinamento usada para produzir nanofibras de celulose, foi possivel ter fibras
celulosicas residuais nas suspensdes de nanofibras, aplicando-se até 10 kwh/ kg de celulose no
processo de extracdo. No entanto, as analises microscopicas revelaram que a maioria estava fibrilada.
A aglomeracdo nas amostras de CNC é justificada pelas fortes interacdes intermoleculares devido a
presenca dos grupos hidroxilas na superficie e a elevada area superficial especifica das nanoceluloses.
Porém, para as NFCs (Figura 5.2 c-d) pode-se observar um maior grau de entrelagcamento e agregacéo
se comparadas aos CNC. Esta diferenca deve-se a maior razdo de aspecto (L/D) das NFC, que
apresentaram um didmetro médio entre 30 e 50nm e 2-5um de comprimento. Esse resultado é
semelhante ao observado por Dufresne (2013). Além disso, as NFCs sdo capazes de emaranhar e
apresentar mais interacfes entre os grupos hidroxila superficiais, quando comparadas aos CNCs.
Apds a oxidacdo mediada por TEMPO, as NFCT tiveram suas dimensoes laterais reduzidas (diametro
médio entre 5 e 10nm), mantendo seu comprimento em escala micrométrica, como também relatado
por Sehaqui et al. (2012).

Cabe salientar que os valores das dimensdes das nanoceluloses, principalmente das NFC/ NFCT,

podem ter sido mascarados pela formacdo de aglomerados.

e Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier e
Reflexdo Total Atenuada (FTIR - ATR)

Os espectros de FTIR-ATR fornecem informacdes importantes sobre vibragdes moleculares presentes
no material. Com o objetivo de determinar os grupos funcionais das nanoceluloses e confirmar a
reacdo de oxidacdo dos grupos hidroxilas primarias da superficie das nanofibras e nanocristais de
celulose (através da reacdo de oxidacdo mediada por TEMPO) analises de infravermelho das amostras
foram realizadas. Os espectros obtidos estdo apresentados na Figura 5.3.
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Figura 5.3: Espectros de FTIR das nanoceluloses — CNC, CNCT, NFC e NFCT.

A partir da analise da Figura 5.3 pode-se observar algumas alteracdes no espectro de FTIR das
nanoceluloses modificadas (CNCT e NFCT): a mais importante € o aparecimento da banda de
estiramento simétrico dos grupos carbonila (C=0) de é&cido carboxilico, aproximadamente,
1604cm, confirmando a oxidacdo de grupos hidroxila das NFC e CNC; em 1411cm™ tem-se o
estiramento assimétrico dos grupos -COO". Também pode ser observada a reducdo das bandas
relacionadas com ligacBes de hidrogénio que intensificam a vibracdo de grupos -OH em torno de
3300cm™.

O espectro das NFC com o espectro dos CNC séo similares: apresentam uma banda larga em
3.300cm™* correspondente ao estiramento das ligagdes O-H; em 2.900cm™ tem-se o estiramento das
ligagces dos grupos C-H e deformagdo de grupos metila (CH2) em torno de 1430cm™, bandas
caracteristicas de materiais celul6sicos (REDDY et al. 2009); as absorcdes localizadas em torno de

1200 e 920cm™ sdo atribuidas & estrutura sacaridea. Porém, em aproximadamente 1370cm™ e
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1239cm™ pode-se observar pequenas diferencas nos espectros das NFC/ NFCT em relagdo aos
espectros dos CNC/ CNCT. Tais diferencas podem estar associadas a deformacdo angular das
ligagdes CH das hemiceluloses presentes nas nanofibras (PASTORE et al., 2008) e aos estiramentos
C-O dos grupos acetil das hemiceluloses (ISAAC et al., 2018).

As absor¢des dos grupos éster sulfatos (introduzidos na superficie dos CNCs durante a hidrélise com
acido sulfarico), em geral, sdo pouco intensas e nenhuma banda caracteristica é observada no
espectro. Segundo Podsiadlo et al. (2005), os nanocristais de celulose podem apresentar vibracéo da
ligacdo S = O na faixa de 1.205cm™ em funcio das regides sulfatadas remanescentes da hidrdlise
acida; devido ao pequeno namero de hidroxilas que sdo substituidas por grupo sulfato, em torno de

1%, esse sinal ndo aparece de maneira acentuada.

e Difracado de raios-X e analise da cristalinidade

Os diferentes métodos de medidas de cristalinidade, exaustivamente descritos na literatura, sdo
normalmente utilizados como metodologias comparativas entre a cristalinidade da celulose e das
nanoceluloses. Aplica-se também para avaliar a cristalinidade das nanoceluloses apos reacdes de

modificacdo quimica, a fim de se comparar com a cristalinidade do material precursor.

As nanofibras de celulose sdo originadas a partir da desintegracdo mecéanica das fibras celul6sicas,
sobretudo de suas superficies, promovendo o rompimento da parede celular e a posterior exposi¢édo
das fibrilas e microfibrilas, anteriormente situadas no interior das fibras (TURBAK et al., 1983). Os
nanocristais sao obtidos por meio de hidrolise &cida, onde se tem a extracdo das regides amorfas das
fibrilas elementares de celulose, restando apenas as regides cristalinas (JIANG et al., 2013). A Figura
5.4 apresenta o difratograma das nanoceluloses sem modificacdo quimica e das nanoceluloses
TEMPO-oxidadas.
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Figura 5.4: Difratograma das nanoceluloses - CNC, CNCT, NFC e NFCT.

As andlises de DRX das nanoceluloses (Figura 5.4) mostram que a funcionalizacdo gquimica das

superficies dos CNCs e NFCs preservou a cristalinidade das nanoceluloses.

Para todas as amostras analisadas, dois picos de difracdo principais, caracteristicos da celulose tipo I,
foram observados: pico de intensidade maxima em 20 = 22,5°, que corresponde ao plano
cristalografico (200), e em 20 = 15,3°, correspondente ao plano (110). Pode-se observar ainda um
pico bem definido em 26 = 34,5°, referente ao plano (040) (LAHUI et al., 2010).

Para as amostras de CNCT pode-se observar um ombro localizado ao redor de 26 = 21° que representa
uma reflexdo do plano (102/012) (LAHWI et al., 2010). Esta estrutura cristalina corresponde ao
arranjo paralelo de duas cadeias glicosidicas e tem sido referida como o polimorfo da celulose de

maior resisténcia mecénica (PAAKO et al., 2007). Sugere-se, portanto, que o tratamento quimico de
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oxidacdo TEMPO-medidada tem influéncia sobre a estrutura cristalina dos CNCs, levando a

organizagéo do polimorfo tipo Il da celulose.

A partir do difratograma (Figura 5.4), calculou-se o indice de cristalinidade (Ic) das nanoceluloses e
os valores obtidos estdo apresentados na Tabela V.2. Valores de Ic superiores a 80% foram
encontrados para os CNCs e de, aproximadamente, 60% para as NFCs, que formam redes fisicamente
emaranhadas em concentragfes extremamente baixas (<1% m/m). Tais resultados s&o semelhantes
aos descritos por AULIN et al. (2009) e De FRANCE et al. (2017).

Tabela V.2: indices de cristalinidade dos CNC, CNCT, NFC e NFCT através dos espectros de DRX.

Amostra Ic (%0)
CNC 90
CNCT 82
NFC 63
NFCT 61

Como esperado, os CNC/ CNCT apresentaram Ic maior que as NFC/NFCT devido a remocéo das
regides amorfas da celulose durante a hidrélise acida. Demonstrou-se, portanto, a preservacao da
morfologia das nanoceluloses e sua integridade cristalina ap6s as reacdes de oxidacdo mediadas por
TEMPO.

e Anélise termogravimétrica -TGA/ DTG

Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica das nanoceluloses utilizadas no presente estudo,
antes e ap0s a reacao de oxidacdo TEMPO, analises termogravimétricas foram realizadas. As curvas
de TGA mostram a perda de massa das amostras, em porcentagem, em fungdo do aumento da

temperatura e as curvas de DTG (termogravimetria derivada) possibilita identificar em quantas etapas
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a degradacéo térmica esta ocorrendo. Os resultados encontrados para analises realizadas em atmosfera

de N estdo apresentados nas Figuras 5.5 e 5.6.
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Figura 5.5: Curvas de TGA das nanoceluloses — CNC, CNCT, NFC e NFCT, em atmosfera de No.
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Figura 5.6: Curvas de DTG das nanoceluloses — CNC, CNCT NFC e NFCT, em atmosfera de No.
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As curvas de degradacdo termogravimétricas para as NFC e CNC séo similares (Figuras 5.5 e 5.6),
uma vez que as composi¢des quimicas também sdo similares; a presenca de possiveis grupos sulfatos
nas superficies dos nanocristais (em funcdo da hidrolise com &cido sulfirico) pode alterar as
temperaturas de degradacdo maxima, acelerando as reacdes (ROMAN e WINTER, 2004). Além
destes, as hemiceluloses presentes na estrutura da NFC provocam diminuicdo nas temperaturas
iniciais de degradacgéo destas amostras (YANG et al., 2007). Liao (2003) sugere que o pico de perda
de massa para a celulose € posterior a degradacdo térmica das hemiceluloses, devido & maior
quantidade de energia necessaria para a despolimerizacdo da cadeia de celulose e para a quebra de

seus mondémeros.

Como também apresentado nas Figuras 5.5 e 5.6, as curvas de TGA/ DTG das nanoceluloses
estudadas apresentam trés principais estagios de perda de massa. Em todas as amostras, pode-se
observar um primeiro estagio de perda de massa em temperaturas entre 20 e 200°C, referente a

evaporacdo de dgua ou decomposicdo de algumas moléculas de baixa massa molar.

Em um segundo estagio, de 220 a 390°C, tem inicio o processo de despolimerizacdo da celulose,
desidratacdo e decomposicdo das unidades glicosidicas, com principal perda de massa de cerca de
55% para 0s CNC e CNCT, 64% para NFC e 55% para NFCT.

O terceiro estagio ocorre devido a degradacdo de residuos carbdnicos para formacdo de produtos
gasosos de baixa massa molar. A temperatura inicial de degradacéo das nanoceluloses, em atmosfera
de N2, é de, aproximadamente, 295°C para 0s CNCs e 270°C para as NFC, enquanto que, para 0s
CNCT ¢ cerca de 240°C e para as NFCT, 220°C. Segundo Isogai et al. (2011), a formacdo de
carboxilatos de sodio a partir das hidroxilas primarias C6 na superficie das nanoceluloses, devido a
oxidagdo mediada por TEMPO, leva a uma diminuicéo significativa no ponto inicial de degradacéo
térmica; presenca de Na" (a partir da formacdo de carboxilatos de s6dio) aumenta também o

percentual de residuos ap6s 800°C para 0s CNCT e NFCT.
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e Grau de oxidacdo das nanoceluloses TEMPO-oxidadas (CNCT e NFCT)

O grau de oxidacdo ou quantidade total de grupos carboxilicos presentes nas nanoceluloses TEMPO-
oxidadas foi determinado por titulagdo condutimétrica, segundo metodologia proposta por Isogai e
Saito (2004). Os resultados encontrados para a titulagdo estdo apresentados na Figura 5.7 e Tabela
V.3. A partir dos dados obtidos pela titulacdo condutimétrica, calculou-se o GO das nanoceluloses

que também se encontram na Tabela V.3.

Condutividade (uS/cm)

Volume NaOH (mL)

Figura 5.7: Titulacdo condutimétrica para 0s CNCT e NFCT.
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Tabela V.3: Volumes de NaOH (0,01mol/L) consumidos durante a titulacdo condutimétrica das
nanoceluoses TEMPO-oxidadas, valores das massas de nanoceluloses seca utilizadas nos ensaios e
grau de oxidagéo (GO) das NFCT e CNCT.

Nanocelulose Vi (mL) V> (ML) V1-V2 (mL) M seca (Q) GO (mmol/g
celulose)
NFCT 6,419 14,649 8,230 0,07 1,210
CNCT 7,584 10,152 2,568 0,05 0,513

Sugere-se, a partir do resultado obtido para o grau de oxidacdo das NFCT, que quase todos 0s grupos
hidroxilas primarios da superficie das NFC sejam acessiveis a reacdo de oxidacdo TEMPO mediada.
Saito et al. (2007), em reacdo de oxidacdo de NFC catalisada por TEMPO, semelhante a reacdo de
modificacdo de NFC utilizada no presente estudo, reportam a producdo de nanofibras de celulose
altamente individualizadas (didametros uniformes entre 3-4 nm e comprimentos na ordem de alguns

microns), para as fibras com grau de oxidacdo de aproximadamente 1,5mmol/g.

Para os CNCT encontrou-se um grau de oxidacao menor (0,513mmol/g celulose) quando comparado
ao grau de oxidacéao encontrado para as NFCT. Tal resultado ¢é esperado, devido a menor reatividade
das regides cristalinas dos CNC (SAITO et al., 2004). Ressalta-se também que as NFCT foram
obtidas a partir da desintegracdo mecanica da polpa de celulose previamente oxidadas; 0s CNCT

foram obtidos a partir da oxidacdo direta dos CNC.

5.2 Géis de alginato e nanoceluloses

Géis de alginato reticulados com ions célcio (a partir das interacdes eletrostéticas entre 0s grupos
carboxilatos do alginato e os fons Ca®") apresentam elevada porosidade e sdo conhecidos por suas
propriedades curativas e antitumorais. Porém, sdo instaveis em pH fisioldgico ou em ambientes com
alta concentracdo de fosfato ou citrato, uma vez que estes extraem o Ca®* da estrutura, dissolvendo o
sistema (TAQIEDDIN e AMUJI, 2004). Visando melhorar propriedades mecénicas e estruturais dos
géis de alginato, sem comprometer a biocompatibilidade do material, nanofibras e nanocristais de

celulose TEMPO-oxidados e sem modificagdo quimica foram adicionados as solugdes de alginato
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(2% m/v). Para demonstrar o mecanismo de reticulacdo dos géis de alginato com os diferentes tipos

de nanoceluloses e fons Ca*, desenvolveu-se o esquema 1 (representado pela Figura 5.8)

a)
COO° OH 0 4 0]
OH

—~0,
Om
HO 0 0oc OH

Ca* Alginato Reticulacdo idnica das
cadeias de alginato com Ca?*

o HO
coo o
H -0 CH,C00
OH
@ + &4 !
cH coo 0
0 OH

Alginato Nanocelulose Reticulagao com nanocelulose
TEMPO-oxidada TEMPO-oxidada

~0

CaZ¢

m( g

-,
CH_OH

HO

Ligagdo de hidrogénio entre
as cadeias de nanoceluloses

Figura 5.8: Representacdo esquematica das possiveis interacbes entre as cadeias de alginato, as
nanoceluloses e os ions Ca?* presentes no sistema — reticulagdo idnica entre os grupos -COO- das
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cadeias de alginato e ions Ca?* (a); reticulacéo idnica entre os grupos -COO- das cadeias de alginato
e das nanoceluloses TEMPO-oxidadas e ions Ca?* (b); ligagGes de hidrogénio entre as cadeias das
nanoceluloses (c).

O tipo de nanocelulose (NFC, NFCT, CNC e CNCT) adicionada ao sistema e a concentracdo das
mesmas influenciaram na estabilidade dimensional dos géis de alginato e o estudo dessa propriedade,

importante para diversas aplicacdes, encontra-se decrito a seguir.

e Influéncia do tipo de nanocelulose na estabilidade dimensional dos géis de

alginato e nanoceluloses

A fim de ilustrar/ demostrar a participacdo dos diferentes tipos de nanoceluloses na estabilidade

dimensional dos géis de alginato e nanoceluloses apresenta-se as Figuras 5.9 e 5.10.

A Figura 5.9 propde um esquema para a formacdo dos geis de alginato e nanoceluloses oxidadas
(Alg_NFCT e Alg_CNCT), ilustrando as possiveis reticulagfes ibnicas entre os grupos -COO"
disponiveis nos sistemas e os fons Ca?*. Ressalta-se que, para 0 presente esquema, meramente

ilustrativo, ndo foram consideradas as proporc¢des entre as dimensdes das NFCT e CNCT.

/S0 == .
Alginato + NFCT +  Ca¥
—_— .
gsf:é;'”"“‘“ e N
Alginato + CNCT + Ca*

Figura 5.9: Representacdo esquematica dos géis de alginato e nanoceluloses TEMPO-oxidadas.
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A Figura 5.10 apresenta imagens dos géis Alg_NFC36, Alg_NFCT36, Alg_CNC36 e Alg_CNCT36.

(a) (b)

(©) (d)

Figura 5.10: Imagem dos géis de alginato e nanoceluloses sem modificagdo quimica e nanocelulose
TEMPO-oxidadas - Alg_NFC36 (a), Alg_NFCT36 (b), Alg_CNC36 (c) e Alg_CNCT36 (d).

Sabe-se que as nanofibras ndo modificadas (NFC) e as nanofibras TEMPO-oxidadas (NFCT)

possuem as cadeias mais longas (um) e flexiveis (parte amorfa) quando comparadas aos nanocristais.
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Séo capazes de formar uma rede de materiais que se entrecruzam e influenciam positivamente nas
propriedades estruturais dos géis (De FRANCE et al., 2017). Além disso, as NFCT, por possuirem
grupos carboxilatos, podem participar da reticulacdo dos geis e também da construgdo estrutural dos
mesmaos, conferindo uma maior estabilidade dimensional (Figuras 5.10a e 5.10b). Segundo Lin et al.

(2012), as NFCT podem formar uma rede polimérica semi-interpenetrante com os geéis de alginato.

Os CNC/ CNCT destacam-se por favorecer o mecanismo de gelificagdo e aumentar a resisténcia
mecanica dos materiais (ZHANG et al., 2010; ZHOU et al., 2011). A intensa rede de ligagdes de
hidrogénio estabelecidas entre os nanocristais e a sua morfologia corroboram para um aspecto fragil
e quebradico (Figuras 5.10c e 5.10d). Os filmes de CNC e CNCT sao quebradicos e essa caracteristica
pode ser transferida aos novos materiais formados (De FRANCE et al., 2017). Além disso, durante a
etapa de liofilizacdo, a agua (solvente na sintese dos hidrogéis) foi eliminada. As cadeias de alginato
se aproximaram, assim como as cadeias dos CNC, CNCT. Portanto, sugere-se também uma agregacéo
lateral dos nanocristais em funcao dos grupos hidroxilas e da elevada area superficial dos mesmos,

com consequente reducédo de volume e menor estabilidade dimensional.

e Influéncia da concentracdo das nanoceluloses na estabilidade dimensional dos

géis de alginato e nanoceluloses

Sabendo que a estabilidade dimensional dos géis é diretamente proporcional a concentracdo de
CNC/CNCT ou NFC/NFCT (agentes de reforco), os géis de alginato com a menor concentragdo em
massa das nanoceluloses (10% m/m) apresentaram heterogeneidade e menor estabilidade dimensional
quando comparados aos demais géis de alginato e nanoceluloses desenvolvidos no presente estudo
(com 36% ou 50% (m/m) de CNC/ CNCT ou NFC/NFCT). Como consequéncia, houve contracfes
no volume final dos géis e formacdo de trincas macroscépicas apos a etapa final de liofilizacdo do
material, conforme apresentado na Figura 5.11 (a-b). Sendo assim, para as analises de FTIR, DRX,
micro-CT, DMTA e citotoxicidade dos materiais, foram selecionadas amostras dos géis de alginato

contendo 36% ou 50% (m/m) de nanoceluloses.
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(a) (b)

Figura 5.11: Imagem dos géis Alg_NFCT10 (a) e Alg_CNCT10 (b).

A maior estabilidade dimensional apresentada pelos géis de alginato e nanoceluloses em maiores
concentracdes em massa (36% e 50% m/m) pode ser justificada pela presenca de cargas nas
superficies das fibras que favoreceram a dispersdo das mesmas nas solucdes de alginato, além de
participarem do processo de reticulagdo idnica com ions Ca?* (CHINGA-CARRASCO, 2018).
Segundo Naseri et al. (2016), a introdugdo de nanoceluloses modificadas na matriz de alginato
possibilita a participacdo das mesmas como componente estrutural essencial nos hidrogéis de
alginato, podendo, portanto, formar uma rede tridimensional regular reticulada juntamente com o
alginato. Dufresne (2012) também reporta que em materiais poliméricos reforcados com
nanoceluloses ha uma concentragdo “6tima” onde estas nanoceluloses podem se conectar e formar
estruturas mais longas, com significativas melhorias nas propriedades finais do material. Tal um
fenémeno foi classificado como rede de percolacdo e é diretamente influenciado pelas ligagdes entre
as nanoceluloses e pela morfologia das mesmas (Figura 5.12).
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Figura 5.12: Representacdo esquematica de uma rede de percolagdo de CNC. Os bastdes vermelhos

correspondem aos CNC em redes percoladas e os bastdes verdes aos CNC que nédo estdo em redes de
percolacdo. (Adaptada — DUFRESNE, 2012).

5.2.1 Caracterizacdo fisica, quimica e bioldgica dos géis de alginato e nanoceluloses

e Espectroscopia na regidao do Infravermelho por Transformada de Fourier e
Reflexdo Total Atenuada (FTIR - ATR)

Reacdes de reticulacdo sdo, em geral, utilizadas para formar redes poliméricas com propriedades
fisico-quimicas diferenciadas. A fim de confirmar interacdes fisicas entre as cadeias de alginato, ions
calcio e as nanoceluloses presentes no sistema em estudo, analise de espectroscopia na regido do
infravermelho foram realizadas. A Figura 5.13 apresenta espectros de infravermelho para o polimero
alginato, para o gel de alginato puro (Alg_Ca?") e para os géis de alginato e nanoceluloses 36% (m/m).
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Figura 5.13: Espectros de FTIR- ATR para o polimero alginato de sédio, gel de alginato puro
(Alg_Ca?) e géis de alginato e nanoceluloses (Alg_ CNC36; Alg CNCT36; Alg_NFC36;
Alg_NFCT36).

Os espectros ATR-FTIR dos géis de alginato (Alg_Ca?*) e alginato e nanoceluloses (Alg_CNC36;
Alg CNCT36; Alg_NFC36; Alg_NFCT36) apresentaram bandas caracteristicas de estiramento O-H
a 3600-3200cm™ e em torno de 2900cm™ de estiramento C-H. Bandas de absorgdo em 1594 e
1410cm™ sdo caracteristicas de alongamentos assimétricos e simétricos de grupos carboxilatos do
polimero alginato (SMITHA et al., 2005). A banda de deformacdo simétrica do grupo COO"
(1407cmY) para o polimero puro (alginato) exibiu um deslocamento para 1424cm™ quando foram
adicionados ions calcio as solucBes de alginato, sendo indicio da reticulagdo i6nica dos grupos
carboxilatos presentes no sistema. Segundo Sartori et al. (1997) a substituicdo de ions sodio por célcio
pode alterar a densidade de carga, massa atdbmica e o raio ao redor dos grupos carboxila, causando o

deslocamento. Além disso, a mudanga em direcdo a um namero de onda superior também pode ser
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atribuida as interacdes intermoleculares entre os grupos -COO" do alginato e as nanoceluloses para
formar uma rede reticulada (PARK et al., 2015; LIN et al., 2012). Um aumento de intensidade em
torno de 3600-3200cm™ sugere ligagOes de hidrogénio entre o alginato e as nanoceluloses. As bandas
entre 800 e 1200cm™ estéo relacionadas com a estrutura polissacaridica (vibragio C-H, O-H, C-O e

C-0O-C no anel glicosidico).

Assim sendo, pelos deslocamentos de bandas caracteristicas, pode-se confirmar as interacoes
eletrostaticas entre os grupos -COO™ presentes no sistema e os fons Ca?*, além das interacoes

intermoleculares entre as proprias cadeias poliméricas (alginato/ nanoceluoses).

e Difracdo de Raio-X e cristalinidade dos géis de alginato

A técnica de DRX foi utilizada para estudar propriedades estruturais dos géis de alginato e
nanoceluloses. A partir dos resultados das anélises de DRX, diversas caracteristicas dos polimeros
sdo avaliadas, dentre elas: a rigidez, a fluidez, a resisténcia a difusdo de moléculas menores e a

solubilidade. A Figura 5.13 apresenta o difratograma do gel de alginato reticulado com jons Ca?".

(110) (200)

Intensidade (u.a)

0 10 20 30 40 50
2Theta (graus)

Figura 5.14: Difratograma do gel Alg_Ca?*.
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Pelo difratograma do alginato (Figura 5.14), foi possivel perceber dois halos. Segundo Nery (2014),

0 alginato apresenta uma estrutura semi-cristalina com picos alargados correspondentes aos grupos

gulurénicos e manurénicos. A intensidade maxima correspondente aos grupos gulurénicos ocorre no

plano (110) e em 20 = 13,6°, ja a intensidade maxima correspondente aos grupos manurénicos ocorre

no plano (200) e em 260 = 21,8°. O alargamento da fase amorfa ocorre até, aproximadamente, 20 =

50°. A partir das interacOes eletrostaticas entre os fons Ca®* e os grupos carboxilatos disponiveis na

matriz de alginato (durante o processo de reticulagdo) ha uma aproximacéao das cadeias poliméricas,

podendo alterar o carater cristalino do gel.

Sabendo que a cristalinidade dos géis de alginato é funcdo das nanoceluloses adicionadas ao sistema,

a Figura 5.15 apresenta o difratograma dos géis de alginato e nanoceluloses 36% (m/m), com 0s picos

caracteristicos das estruturas cristalinas de celulose.

Intensidade (u.a)

Vol

—— Alg_ca™
—— Alg_CNC
—— Alg_CNCT
—— Alg_NFC
—— Alg_NFCT

10 20

Figura 5.15: Difratograma dos géis de
Alg_CNCT36; Alg_NFC36; Alg_NFCT36).

1 v 1 v 1
30
2Theta (graus)

alginato e nanoceluloses (Alg_Ca®*; Alg_CNC36;
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A partir da analise da Figura 5.15, pode-se observar um aumento da cristalinidade do gel de alginato
em funcédo da adi¢do das nanoceluloses aos sistemas. Picos caracteristicos das estruturas cristalinas
da celulose podem ser observados: pico de intensidade maxima em 20 = 22,5°, correspondente ao
plano cristalografico (200), em 20 = 15,3°, correspondente ao plano (110). Pode-se observar ainda
um ombro localizado ao redor de 20 = 21° mais pronunciado nas amostras de CNCT, que representa
uma reflexdo do plano (102/012) e um pico bem definido a 26 = 34,5° referente ao plano (040). Como
esperado, os géis Alg_ CNC36 e Alg_CNCT36, onde foram adicionados 36% (m/m) de nanocristais
de celulose (Ic = 90% e 82%, respectivamente) foram 0s que apresentaram 0s picos mais acentuados
em 20 = 22,5° Além disso, ressalta-se a possibilidade de uma contribuicdo dos nanocristais na
ordenacéo das cadeias de alginato. Segundo Esteban et al. (2011) os CNCs podem ser modelos para
a orientacdo das cadeias de alginato.

e Anélise termogravimétrica — TGA/ DTG

Sabendo que, por meio do termograma, é também possivel comparar diferentes comportamentos e
visualizar efeitos de tratamentos, como reticulacdo, oxidacdo, dentre outros, analise de degradacgéo
térmica (TGA/ DTG, respectivamente) dos géis estudados (gel de alginato sem nanoceluloses -
Alg_Ca?>" e gel de alginato e nanoceluloses - Alg_CNC36; Alg CNCT36; Alg NFC36;

Alg_NFCT36) foram realizadas. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 5.16 e 5.17.
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Figura 5.16: Curvas de TGA dos géis de alginato e alginato e nanoceluloses (36%), em atmosfera de
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Figura 5.17: Curvas de DTG do gel de alginato puro e dos géis de alginato e nanoceluloses (36%
m/m) — Alg_CNC36 e Alg_CNCT36 (a); Alg_NFC36 e Alg_NFCT36 (b).
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A partir da analise das Figuras 5.16 € 5.17, pode-se observar trés principais eventos de perda de massa
para todas as amostras analisadas: o primeiro evento (de 20 a 200°C) corresponde a perda de &gua e
a primeira decomposicéo dos oligossacarideos (ABREU et al., 2008; L1 et al., 2009).

O segundo evento (entre 200 e 425°C) corresponde a degradacdo complexa dos glicosideos presentes
na estrutura do alginato e das nanoceluloses: despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicao das
unidades glicosidicas. Pode-se observar uma menor estabilidade térmica para o gel de alginato, sem
adicdo de nanoceluloses (Alg_Ca?"). Neste evento, tem-se uma perda de massa de, aproximadamente,
55%, até uma temperatura de 350°C para o gel de alginato (Alg_Ca?"), 375°C e 400°C para o gel de
alginato e nanofibra de celulose oxidada e sem modificacdo quimica, respectivamente (Alg_NFCT36;
Alg_NFC36) e até 400°C e 425°C para o gel de alginato e nanocristal de celulose TEMPO-oxidado e
sem oxidacéo, respectivamente (Alg_CNCT36; Alg_CNC36). Tal fenémeno confirma a participacao
das nanoceluloses na estabilidade térmica dos géis de alginato e a influéncia dos grupos carboxilatos
na superficie das nanoceluloses (diminuicdo do ponto inicial de degradacéo térmica para 0s géis com
as nanoceluloses oxidadas). Além destes fatores, as hemiceluloses presentes na estrutura das NFC
também provocaram alteragdes nas temperaturas iniciais de degradacdo dos géis Alg NFC36;
Alg_NFCT36.

O terceiro evento ocorre devido a degradacdo de residuos carb6nicos para formacao de produtos
gasosos de baixa massa molar. No presente estudo, pode-se associar 0s residuos do processo de
degradacio térmica (ap6s 650°C) aos sais de calcio, ja que os fons Ca?* foram utilizados como agentes
de reticulacdo para os grupos -COQO" das cadeias de alginato e nanoceluloses TEMPO-oxidadas e
também as interagBes eletrostaticas entre as cadeias de alginato, nanoceluloses e fons Ca®*; segundo
Han et al. (2009), interacdes eletrostaticas resultam em produtos de maior estabilidade térmica, o que
fica mais evidente, no presente estudo, para as amostras Alg CNCT36 e Alg_NFCT36.

Avaliou-se também o efeito da concentracdo das nanoceluloses nos géis de alginato e os resultados

estdo apresentados na Figura 5.18.
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Figura 5.18: Curvas de TGA dos géis de alginato e nanoceluloses, em diferentes concentra¢des (10,
36 e 50% m/m), em atmosfera de N2 — alginato e CNC (a); alginato e CNCT (b); alginato e NFC (c);
alginato e NFCT (d).

Ao avaliar a influéncia da concentracdo das nanoceluloses na estabilidade térmica dos geis de alginato
(Figura 18 a-d), pode-se observar, mais uma vez, que uma menor concentragdo de nanoceluloses

(10% (m/m)) nos géis de alginato exerce pouca contribui¢do nas propriedades finais dos mesmos. Tal
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fato € menos evidente para os géis contendo NFC em funcéo da menor dispersdo das nanoceluloses
ndo modificadas, em todas as concentragdes estudadas, na matriz de alginato. Novamente, a presenca
dos residuos apds 650°C pode estar associada aos compostos contendo célcio, uma vez que 0s ions
Ca?* foram utilizados como agentes de reticulagio para os grupos -COO", e as interacdes eletrostaticas
entre as cadeias de alginato e as nanoceluloses TEMPO-oxidadas com ions os Ca?* (HAN et al.,
2009).

5.2.2 Propriedades morfologicas dos géis de alginato e nanoceluloses

e Microscopia eletrébnica de varredura — MEV e microtomografia de raios-X
(micro-CT)

O tamanho dos poros do gel, a distribuicdo e interconexdo entre eles sdo também de grande
importancia na absorcéo de liquidos (ZHANG et al., 2015) e, consequentemente, na viabilidade
celular, uma vez que influenciam no transporte de nutrientes e outros fluidos bioldgicos. Para
demonstrar a influéncia da adicdo dos diferentes tipos de nanoceluloses nas propriedades
morfoldgicas dos géis de alginato, foram realizadas analises de microscopia eletronica de varredura
(MEV) (Figura 5.19) e de microtomografia de raios-X (micro-CT) (Figuras 5.20 e 5.21).

A Figura 5.19 apresenta imagens da secdo transversal de amostras dos geéis de alginato e alginato/
nanoceluloses (50% m/m) obtidas por MEV. E possivel perceber que o material possui uma estrutura
interna esponjosa, com poros largos e paredes bem finas e definidas, caracteristico de géis de alginato

de célcio.
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Figura 5.19: Caracterizacdo morfoldgica do gel de alginato puro (Alg_Ca®") (a) e géis de alginato e
nanoceluloses (50% m/m) - Alg_CNC50 (b); Alg_CNCT50 (c); Alg_NFC50 (d); Alg_NFCT50 (e)
com magnificacdo de 500 x. As inser¢des representam uma magnificacdo de 1500 x (a, b, d, €) e 3500
x (c).
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A partir da analise das micrografias MEV da se¢do transversal dos géis de alginato, criofraturados
com nitrogénio liquido (Figura 5.19) pode-se observar uma morfologia tipica de materiais liofilizados
(SEHAQUII et al., 2011): estruturas altamente porosas com paredes muito finas e bem definidas. A
adicdo de nanoceluloses (CNC, CNCT, NFC ou NFCT) contribuiu para a formac&o de estruturas com
poros de maior diametro, variando de 40 a 150um, (Figura 5.19 b-e) quando comparados ao gel de
alginato sem adi¢do de nanoceluloses que apresentaram tamanhos de poros na ordem de 20 a 40um
(Figura 5.19 a). Segundo Wake et al. (1994) e Li et al. (2005), estruturas porosas (com didmetro de
poros entre 100 ¢ 300um) favorecem o crescimento celular e estes resultados sdo interessantes para

as futuras aplicacGes biomédicas dos géis.

Para melhor avaliar a morfologia dos géis de alginato e nanoceluloses, amostras contendo CNCT e
NFCT (50% m/m) foram avaliadas por microtomografia de raios-X (micro-CT). A grande vantagem
desta técnica é a obtencdo de informac6es qualitativas e quantitativas tridimensionais do volume,
tamanho, forma, distribuicéo e conectividade das estruturas internas do material (LOPES et al., 2010).
A visualizagdo 3D auxilia no entendimento da morfologia das amostras uma vez que nela tem-se a
nocéo espacial de como as conexdes internas estdo dispostas e interligadas (LIMA et al., 2007). As
Figuras 5.20 e 5.21 apresentam imagens obtidas por micro-CT para os géis Alg CNCT50 e
Alg_NFCT50, respectivamente. Ressalta-se que, apesar das limitacdes desta técnica de analise (pois,
a resolucdo espacial das imagens de micro-CT é de, aproximadamente, 10 pixels) as informacdes
obtidas para porosidade total a partir das imagens de micro-CT foram consideradas as mais
apropriadas para o material em estudo em funcéo das suas caracteristicas fisicas e quimicas. Além
disso, deve-se considerar também o fato de que, no presente trabalho, a técnica foi utilizada com o

objetivo de se fazer um comparativo entre amostras de géis com diferentes tipos de nanoceluloses.
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Figura 5.20: Imagens de microtomografia de raios-X do gel de alginato e CNCT 50% (m/m) - Secdes

transversais da amostra (a - b); volume da amostra exibindo arranjo de sua parede em 3D (c).
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Figura 5.21: Imagens de microtomografia de raios-X do gel de alginato e NFCT 50% (m/m) - secdes

transversais da amostra (a - b); volume da amostra exibindo arranjo de sua parede em 3D (c).
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A partir da andlise da Figura 5.20 pode-se observar uma ampla distribuicdo do tamanho dos poros e
também uma estrutura de poros orientados para o gel de alginato e CNCT (Alg_CNCT50). Além
disso, pode-se visualizar trincas ao longo do volume do gel, resultado das caracteristicas fisicas
(rigidez) dos géis de alginato contendo nanocristais de celulose, preparados neste estudo. Para o gel
de alginato e NFCT (Figura 5.21), uma organizacao da parede porosa bastante diferente pode ser
observada: confirma-se que o gel Alg_NFCT50 apresenta poros maiores e com uma distribuigdo mais
uniforme quando comparado ao gel Alg_CNCT50.

Para avaliar quantitativamente a porosidade dos geis de alginato e NFCT/ CNCT e a distribuicédo da
espessura da parede dos poros utilizou-se técnicas de processamento de imagem (Image J),
semelhante ao descrito por Isaac et al. (2015) e os resultados estdo apresentados na Figura 5.22.
Valores de porosidade igual a 50% e 80% foram encontrados para os géis de alginato e nanoceluloses
(50% m/m) - gel Alg_CNCT50 e gel Alg_ NFCT50, respectivamente. Segundo Zhang et al. (2015)
géis de alginato liofilizados possuem uma estrutura altamente porosa e esta porosidade esta
fortemente correlacionada com o desempenho mecénico do material. Além disso, as amostras do gel
Alg_CNCT50 apresentaram paredes mais espessas, entre 16 e 20um, encontradas, principalmente,
em algumas regides do gel (Figura 5.22a). Amostras do gel Alg_ NFCT50 exibiram uma distribuicao

mais uniforme também das paredes espessas, conforme apresentado na Figura 5.22b).

»
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Figura 5.22: Mapas da espessura das paredes dos poros dos géis de alginato e CNCT 50% (m/m) (a);

e alginato e NFCT 50% (m/m) (b). A legenda e a barra de escala estdo em microns.
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e Grau de inchamento

O grau de inchamento dos géis € uma propriedade importante, pois muitas das suas aplicaces
dependem da sua capacidade de absorver agua (ZHANG et al., 2015). A fim de se conhecer
propriedades fisico-quimicas do gel de alginato e nanoceluloses, realizou-se, primeiramente, a
cinética de inchamento para o gel de alginato reticulado com célcio (Alg_Ca?*), em agua milli-Q (pH
6,2) e em PBS (pH 7,4), a 25 e 37°C (Figura 5.23).

Ganho de massa (g/g)

| —=— PBS 25°C
2 —e— PBS 37°C
—=—H,025°C
—e—H,037°C

0 T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 5.23: Ganho de massa do gel de alginato (Alg_Ca?*) em func&o do tempo, a 25°C e 37°C, em
H20 milli-Q (pH 6,2) e em PBS pH 7,4.

A partir da analise da Figura 5.23, determinou-se o tempo de equilibrio para os géis estudados. Em
agua milli-Q foram necessarios, aproximadamente, 60 minutos para se obter um ganho de massa
méaximo e constante (7g/g). Em PBS, pH 7,4, apés 30 minutos o equilibrio quimico foi alcancado,
com um ganho de massa maximo de aproximadamente 10g/g, a 25°C e 37°C. Esta pequena variagdo
no grau de inchamento do gel de alginato em funcdo da temperatura, em PBS, pode ser justificada
pela presenca de grupos hidrofilicos que, em maiores temperaturas, tém as interaces polimero-agua
favorecidas (QUEIROZ, 2010).
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Além disso, sabe-se que 0 processo de inchamento depende da composicdo quimica dos polimeros
que formam o hidrogel, do pH e da forca i6nica do meio em que ele esta inserido. Quando o gel se
hidrata, as cadeias poliméricas interagem com as moléculas do solvente e se expandem; enquanto
isso, a area reticulada oferece uma forca de retracdo para conter a expansdo dos polimeros. O
movimento de retracdo e expansao ocorre até que se atinja o equilibrio em uma dada temperatura
(BAJPAI e ANJALL, 2003; BHATTARAI et al., 2010).

Hidrogéis de alginato reticulados ionicamente ndo séo estaveis em meio fisiologico (BREGER et al.,
2015). Desintegram rapidamente na presenca de quelantes de célcio (por exemplo, fosfatos) ou ions
monovalentes, como Na® ou K* (ZHANG et al., 2015). Tal fato pode justificar uma maior e mais
rapida expansdo das cadeias poliméricas do gel de alginato em PBS, pH 7,4 (tempo de equilibrio de
30 minutos e ganho de massa maximo de 10g/g), se comparado ao equilibrio em agua milli-Q (60

minutos e ganho de massa maximo de 7g/g).

Para os demais géis de alginato (alginato e nanoceluloses), visando obter o inchamento maximo e
entender o comportamento do material em condicdes fisiol6gicas para futuras aplicagdes biomédicas,
realizou-se os demais testes de inchamento em H>O milli-Q e em PBS, pH 7,4, a 37°C, em um tempo
de 2 horas (tempo superior ao de equilibrio quimico). Os resultados encontrados estdo apresentados
na Tabela V.4.
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Tabela V.4: Ganho de massa maximo ap6s ensaio de inchamento (2h; 37°C em agua milli-Q e em

PBS, pH 7,4) para os géis de alginato e nanoceluloses.

AMOSTRA Aoamili; by | o pBSprTa
Alg_Ca?* 6,64 + 0,05 10,75 + 0,62
Alg CNC10 5,86 + 0,20 9,16 + 0,91
Alg CNC36 8,33 +0,05 8,52 + 0,59
Alg_CNC50 7,47 +0,46 8,89 +1,95
Alg CNCT10 7,57 +£0,77 7,35 + 0,68
Alg CNCT36 8,44 + 0,45 9,01 +1,28
Alg_ CNCT50 8,24 + 0,51 11,45 + 0,50
Alg_NFC10 6,86 + 0,13 11,45 + 0,42
Alg NFC36 9,78 0,10 11,50 + 0,56
Alg NFC50 11,36 + 0,61 13,19 + 2,00
Alg NFCT10 16,31+ 0,58 17,34+ 0,85
Alg NFCT36 17,73+0,78 17,72+ 0,86
Alg NFCT50 14,61+0,06 18,13+ 0,56

Pode-se observar que as nanofibras de celulose séo capazes de alterar, de maneira mais significativa,
as propriedades estruturais dos géis de alginato (quando se compara com os géis de alginato
preparados com conteudos similares de nanocristais), permitindo, assim, uma maior absorcao de
umidade. Tal fato pode ser associado a maior razdo de aspecto das nanofibras (evidenciado por MET)
que permite um entrelacamento entre as cadeias de alginato e influencia mais efetivamente na
construcdo estrutural dos géis. Além disso, a presenca de grupos carboxilatos na superficie das NFCT
permite que estas participem também do processo de reticulagdo dos géis. Assim, as NFCT formam

uma rede polimérica semi-interpenetrante (semi-IPN) com os géis de alginato (fato também reportado
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por Lin et al., 2012). Como resultado, pode-se observar um aumento de até 20 vezes,
aproximadamente, no valor da massa inicial dos géis de alginato, ao se adicionar as NFC e NFCT ao
sistema. A adi¢cdo de CNC e CNCT aos géis de alginato ndo influenciou no grau de inchamento
quando comparados aquele sem adigdo de nanocelulose (Alg_Ca?*). Wen et al. (2015) afirmam que
as nanofibras participantes da sintese de géis compositos podem funcionar como um "suporte™” da
rede de polimeros, abrindo as estruturas e melhorando a capacidade de inchamento do material
resultante. No presente estudo, a adigdo de NFC ou NFCT resultou em um aumento da area especifica
da superficie e do tamanho dos poros dos geis (como apresentado pelas imagens de MEV e micro-

CT), contribuindo diretamente para o aumento do grau de inchamento.

Sabe-se que o inchamento dos géis é resultado da difusdo de moléculas de solvente para o interior
dos mesmos e sua acomodacdo na estrutura polimérica. Essa retencdo de moléculas ocorre,
inicialmente, nos espacos vazios. Porém, o inchamento envolve, inevitavelmente, uma mudanca no
arranjo espacial das cadeias poliméricas resultando em um aumento de volume da amostra (LUCAS
et al., 2001). A partir de 2 horas de contato dos geéis de alginato com solucdo tampdo de fosfato (pH
7,4), a 37°C, algumas amostras comecaram a se desintegrar: gel de alginato sem nanoceluloses
(Alg_Ca?*) e amostras dos géis contendo CNC e CNCT (10, 36 ou 50% m/m). As amostras dos géis
contendo NFC e NFCT (10, 36 ou 50% m/m) apresentaram maior resisténcia a solubilizacdo em PBS

e, somente ap06s 22 horas de contato, pode-se identificar perdas de massa do material.

A estabilidade do gel é importante porque esta diretamente relacionada com o seu desempenho.
Estudos envolvendo diferentes etapas de reticulagdo com fons Ca?* (SILVA, 2009), concentraco da
solucdo reticuladora (SARTORI et al., 1997) ou formacdo de IPN com as cadeias de alginato
(ZHANG et al., 2015) foram realizados visando minimizar a cinética de desintegracdo dos géis em
condigoes fisioldgicas. Pavlath et al. (1999) em seus trabalhos com filmes de alginato reticulados
com diferentes cations multivalentes, num processo de imersdo, constataram que a reticulacao e,
consequentemente, a massa solubilizada em agua era funcgéo tanto do tempo como da concentracdo
da solucdo reticuladora. Propuseram dois processos competitivos: a rapida dissolucéo do alginato de
sodio e a difusdo lenta dos cations multivalentes que reticulam a superficie do material, reduzindo a

taxa de dissolucao.
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No presente estudo, observou-se que a adicdo das NFC/ NFCT aumentou a porosidade dos géis de
alginato e a estabilidade dos mesmos em condicdes fisioldgicas (PBS pH 7,4, a 37°C). Acredita-se
que nos geéis de alginato e NFC/ NFCT, por apresentarem maior nimero de poros, interconectados, a
difusdo dos fons Ca?* foi facilitada, aumentando-se a reticulacio no interior dos géis.
Consequentemente, uma menor perda de massa foi observada durante os ensaios de inchamento,

potencializando a aplicagdes destes materiais na area biomédica.

A partir dos resultados obtidos para os ensaios de inchamento e anélise de porosidade pode-se também
afirmar que a variacao no volume final de agua durante a sintese das amostras contendo nanoceluloses
(variacdo méaxima de 22%) ndo influenciou nas propriedades finais das mesmas, a citar: Alg_CNC10
(16,8mL de H20tota) com um ganho de massa de, aproximadamente, 10g/g, apés 2h em PBS;
Alg_CNC50 (21,78mL de H2O0total) com um ganho de massa de 7,5g/g, apos 2h em PBS.

e Anédlise Termodinamico-Mecéanica (Dynamic Mechanical Thermal Analyses -
DMTA)

As propriedades mecanicas dos géis sdo de grande importancia para as suas aplicacdes finais. Para
seu uso como implantes, sdo necessarios modulos E variando de 0,1 a 1,0MPa, resisténcia a tragcdo
de 1 a 10MPa e resisténcia a compressao entre 20 e 60MPa, pois sdo comparaveis a alguns tecidos
humanos naturais, como tendGes e derme (MATRICARDI et al., 2013).

A analise termodindmico-mecanica permite correlacionar as propriedades macroscépicas, devido as
solicitacBes mecanicas, as relaxacdes moleculares associadas a mudancas conformacionais e as
deformacgdes microscépicas geradas a partir de rearranjos moleculares em fungdo da variacdo da
temperatura (WUNDERLICH et al., 1997). Para materiais poliméricos, as suas propriedades
termodinamico-mecanicas sdo determinadas por sua viscoelasticidade que depende do tipo de ensaio
e da solicitacdo mecanica aplicada. Nesses materiais as contribuicdes elastica e viscosa para 0 médulo
de elasticidade e de perda, respectivamente, podem ser separadas e estudadas individualmente em

funcéo de variagdes nos valores de temperatura (CASSU, 2005).
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Para correlacionar as propriedades macroscopicas dos géis de alginato e geis de alginato e
nanoceluloses desenvolvidos no presente estudo, com relaxamento molecular termicamente induzido
e interagdes fisico-quimicas, foram realizadas anélises termodindmico-mecénicas (DMTA). A Figura
5.24 apresenta a variagdo do modulo de armazenamento (E’) em fungdo do aumento da temperatura
e os valores de Tan 0 (relagdo entre as variagdes nos modulos de perda e armazenamento) para o gel

de alginato (Alg_Ca?*) durante o primeiro e segundo ciclos de aquecimento.

Pode-se observar um aumento de aproximadamente 94% do E’ na temperatura de 37°C quando se
comparam o0 primeiro e o segundo ciclos de aquecimento. Para temperaturas mais elevadas, por
exemplo, a 70°C, essa diferenca diminui para aproximadamente 25% quando sdo comparados 0s dois
ciclos. Tal comportamento pode ser explicado por dois fenbmenos concomitantes: o primeiro € a
reducdo do efeito plastificante da agua em funcdo do aumento da temperatura e, consequentemente,
sua eliminacdo gradual. Nesse caso, as cadeias poliméricas sofrem relaxacGes e se aproximam,
aumentando a organizacdo microestrutural e 0 emaranhamento entre cadeia-cadeia. O segundo é o
aumento no grau de reticulagéo idnica provocado pelo aumento de mobilidade e aproximagéo cadeia-

cadeia.

Tais assertivas sdo corroboradas pelo desaparecimento da Tan & em fun¢do do aumento da
temperatura no segundo ciclo de aquecimento e dentro da faixa utilizada nesse estudo (entre 30 e
80°C).
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Figura 5.24: Mddulo de armazenamento do gel de alginato (Alg_Ca?*) em dois ciclos de aquecimento

(a); valores de Tan 6 em fun¢do da temperatura (ciclos 1 e 2) (b).

Segundo Hutchinson et al. (1997), a relaxacéo das cadeias que ocorre na regido de transicao vitrea é
resultante dos movimentos moleculares a longas distancias, que envolvem os segmentos da cadeia
polimérica principal. Hutchinson et al. (1997) também afirma que na regido de transi¢do vitrea, o
comportamento mecanico de polimeros amorfos varia de um comportamento tipico de material rigido
para o de um material elastomérico. A faixa de temperatura na qual este processo ocorre depende de
varios fatores, tais como a composicao, a flexibilidade das cadeias, a massa molar do polimero, a

presenca de plastificantes, o grau de reticulacdo e de cristalinidade.

Para compreender a influéncia da concentracdo das nanoceluloses nas propriedades mecanicas dos
géis de alginato, foram preparados materiais com duas concentrac@es diferentes de nanoceluloses
(36% m/m e 50% m/m) e avaliou-se as propriedades termodinamico-mecanicas em dois ciclos de
aquecimento. Denominou-se 0 E'1 0 médulo de armazenamento das amostras apds o primeiro ciclo
de aquecimento e E’2, 0 mddulo de armazenamento ap6s o segundo ciclo de aquecimento, obtidos
em faixas de temperatura especificas (de 35 a 42°C), visando aplica¢des biomédicas. Os resultados

estdo indicados na Tabela V.5. Ressalta-se que, para os géis contendo nanoceluloses na concentragao
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de 10% (m/m), ensaios mecanicos ndo foram realizados em funcéo da heterogeneidade das amostras

e instabilidade dimensional das mesmas (j& apresentadas ao longo deste trabalho).

Tabela V.5: Mddulo de armazenamento (E’1 ¢ E’2) dos géis Alg NFC, Alg NFCT, Alg CNC e
Alg_CNCT, com diferentes concentragdes das nanoceluloses (36 e 50% m/m), na faixa de

temperatura corporal (35, 37 e 42°C).

35°C 37°C 42°C
GEL
E’. (MPa) | E>(MPa) | E’1(MPa) | E»(MPa) | E’:(MPa) | E’; (MPa)
Alg CNC36 2,27 2,12 2,67 2,63 3,00 3,02
Alg CNC50 0,10 0,12 0,10 0,11 0,10 0,12
Alg_ CNCT36 4,49 4,48 5,25 5,24 7,83 7,81
Alg CNCT50 0,97 0,96 1,14 1,12 1,22 1,21
Alg NFC36 0,15 2,13 0,16 2,10 0,47 2,29
Alg NFC50 0,02 0,23 0,02 0,24 0,02 0,22
Alg NFCT36 1,13 2,52 1,30 2,55 1,66 2,66
Alg NFCT50 0,33 3.46 0,40 3,54 0,62 3,74

Pela anélise da Tabela V.5 pode-se observar que os géis de alginato e CNC / CNCT néo apresentaram
variagdes significativas de E' no segundo ciclo de aquecimento, o que pode ser justificado pela menor
mobilidade das cadeias e uma reticulacdo adicional, termicamente induzida, “completa” e/ ou
dificultada. Além disso, um aumento na propor¢cdo em massa de CNC ou CNCT nos géis de alginato
provoca uma reducao no modulo de armazenamento dos géis, na faixa de temperatura analisada. Tal
fato pode ser explicado pela formacao de fases e/ ou aumento do tamanho dos poros em funcéo da
maior concentracdo das nanoparticulas nos géis. As interacOes laterais entre CNC-CNC e CNCT-

CNCT, com 0 aumento da propor¢do em massa das nanoparticulas, dificulta a dispersdo das mesmas
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na estrutura do material e contribui para a formagao de fases, reduzindo o E’ dentro da faixa de
temperatura utilizada nesse estudo. Os valores inferiores de E’ para os géis Alg CNC quando
comparados aos geis de Alg_ CNCT podem ser justificados pela possivel interferéncia dos CNC na
matriz de alginato e calcio. Segundo Esteban et al. (2011) o desempenho mecéanico de um material
de alginato de calcio depende, principalmente, do tipo e da for¢a nas “zonas de jun¢do”. A adigdo de
CNC pode interromper a estrutura "egg box" do material, ocasionando prejuizos as propriedades

mecanicas dos mesmos.

Os géis preparados com NFC apresentaram uma reducdo do E’ com o aumento da concentragdo em
massa de nanoceluloses (assim como os CNC/ CNCT). Entretanto, os géis preparados com NFCT
apresentam um comportamento inverso, ou seja, um aumento do E’ com o aumento da concentracao
das mesmas, apds o segundo ciclo de aquecimento. Tal fato pode ser justificado pelo aumento de
grupos carboxilicos nas nanofibras, apos oxidacdo TEMPO que permitem uma melhor interacdo entre
o alginato e as NFCT através de reticulacio idnica com ions Ca?*, termicamente induzida; como

consequéncia, tem-se melhorias nas propriedades mecéanicas.

Assim sendo, acredita-se que as NFCT participem mais ativamente da microestutura dos géis de
alginato e nanoceluloses através da formacao de géis semi-IPNs, o que afeta diretamente os valores
de E’. Ressalta-se, portanto, que os géis de alginato e nanocristais de celulose (Alg_CNC e
Alg CNCT) apresentaram-se mais rigidos e com melhores propriedades mecéanicas (mais
especificamente E”) se comparados aos demais géis de alginato ¢ nanofibras. De France et al. (2017)
reportaram em seus trabalhos de reviséo que a incorporacao fisica de CNC em hidrogéis de alginato
aumentam o médulo compressivo do gel e a estabilidade contra a degradacédo, tendo pouco efeito
sobre a viabilidade celular (WANG et al., 2016).

Com o objetivo de obter melhorias nas propriedades mecénicas dos géis de alginato e NFCT e
corroborando com os resultados obtidos a partir das analises de DMTA (Tabela V.5), foi feito um

poOs-tratamento térmico, em estufa, a 80°C, para os géis Alg_ NFCT50 — Figura 5.25.
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Figura 5.25: M6dulo de armazenamento do gel de alginato e NFCT 50% (m/m) (Alg_NFCT50) sem

tratamento térmico e apos tratamento térmico, a 80°C.

Pela analise da Figura 5.25 um aumento consideravel no valor de E’ (para todas as faixas de
temperatura estudadas) pode ser observado quando foram utilizados tempos mais longos de pos-
tratamento térmico. Tal fato corrobora para a possibilidade de uma reticulacdo i6nica adicional,
termicamente induzida, entre os fons Ca?* e os grupos carboxilicos disponiveis na estrutura. Os géis
Alg_NFCT50, principalmente em funcéo dos grupos carboxilicos presentes na superficie das NFCT
e da flexibilidade de suas cadeias, apresentaram propriedades mecénicas melhoradas, promissoras
para possiveis aplicagcdes biomedicas, apos periodos relativamente curtos de um tratamento térmico

(4horas) resultantes de uma reticulacéo adicional do material.

e Ensaios de Citotoxicidade e Crescimento Celular

Os hidrogéis sdo muito utilizados para cultura celular e revelam fendémenos fundamentais que
regulam o comportamento das células, diferentemente dos substratos convencionais (CALIARI,
2016). Para demonstrar o potencial dos géis de alginato e nanocelulose, sintetizados no presente
estudo, como materiais biocompativeis, amostras dos géis contendo 50% (m/m) de nanocristais ou
nanofibras de celulose TEMPO-oxidadas (Alg_CNCT50 e Alg_NFCT50), tratadas termicamente (a
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80°C, por 4h) foram selecionadas para os testes de citocompatibilidade. A escolha de tais amostras
foi baseada nas propriedades fisico-quimicas, mecénicas e morfoldgicas avaliadas ao longo deste
trabalho e, para efeitos comparativos, 0s mesmos ensaios foram realizados com o gel de alginato sem

nanceluloses (Alg_Ca®").

A citotoxicidade dos geéis de alginato e nanoceluloses foi avaliada pelo teste MTT, tanto no método
do contato direto das células de fibroblastos L929 com os géis Alg_Ca®", Alg_CNCT50 e
Alg _CNFT50, quanto pelo método indireto (ou método do eluato), onde o extrato dos géis foi
exposto a uma camada de células e incubado por 24, 48, 72 e 96 horas. O MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) é um sal amarelo que sofre processo de reducdo, pela
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, resultando em um sal de formazan, de cor pdrpura.
Neste teste avalia-se, portanto, a atividade mitocondrial, onde somente células metabolicamente
ativas conseguem converter o sal amarelo MTT em cristais de formazan. Os fibroblastos, células do
tecido conjuntivo, escolhidas para este estudo, originam-se a partir de uma célula mesenquimal
indiferenciada e estdo embebidos em uma matriz extracelular secretada por eles. Estas células sdo
fundamentais para a deposicdo, remodelacdo e organizacdo da matriz extracelular, especialmente
durante o processo de cicatrizagdo de feridas (HINZ et al., 2007). Ressalta-se que para a avaliagao
dos testes de biocompatibilidade, incluindo citotoxicidade in vitro, adotou-se 0s seguintes critérios,

segundo 1SO10993-5 (2009), medidos com base na viabilidade celular do controle:

e Amostra ndo citotdxica: viabilidade celular > 90%;
e Amostra levemente citotoxica: viabilidade celular entre 60 e 90%:;
e Amostra moderadamente citotoxica: viabilidade celular de 30 a 59%;

e Amostra severamente citotoxica: viabilidade celular < 30%.

A Figura 5.26 apresenta os resultados da viabilidade celular (pelo teste MTT) obtidos ap6s 24, 48, 72
e 96 horas, em contato direto e indireto das células de fibroblastos L929 com os géis Alg_Ca?*,
Alg_CNCT50 e Alg_CNFT50.
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Figura 5.26: Ensaio MTT de fibroblastos L929 semeados no gel de alginato puro (Alg_Ca2+) e nos
géis de alginato e nanoceluloses (50% m/m) (Alg_CNCT50 e Alg_NFCT50). Ensaio de contato direto
- citotoxicidade e proliferacdo celular avaliadas ap6s 24, 48, 72 e 96 horas (a); ensaio de contato
indireto (eluato por 48h) citotoxicidade e proliferacdo celular avaliadas apds 24, 48, 72 e 96 horas

(b). Os dados representam a média + desvio padrdo de seis repeticdes para cada material (n = 6).

Os resultados obtidos a partir do ensaio de citotoxicidade pelo contato direto das células de
fibroblastos L929 nos géis Alg_Ca?", Aly CNCT50 e Alg_ CNFT50 (Figura 5.26a) indicaram um
efeito levemente citotoxico das amostras (com viabilidade celular na faixa de 60-85%), com um
melhor perfil de citocompatibilidade apresentado pelos géis Alg CNCT50 e Alg NFCT50. Ao
mesmo tempo, pode-se observar que o crescimento celular nos géis Alg_ CNCT50 e Alg_ NFCT50
permaneceu estavel, no intervalo de tempo analisado, e que a populacdo de células é maior nos géis
contendo nanoceluloses (50% m/m), especialmente no gel Alg_ CNCT50, quando comparados ao gel
de alginato puro (Alg_Ca?"), apds 2 e 4 dias de cultura. Segundo Naseri et al. (2016) e Domingues et
al. (2014) a adicdo de CNCT e NFCT pode promover a fixacdo, disseminagéo e crescimento celular
nos géis de alginato. Pariente et al. (2002) afirmam que a exposicao direta das células aos biomateriais
simula condic@es in vivo de interacbes diretas das células transplantadas ou hospedeiras com 0s

biomateriais implantados e permite a avaliacdo destas intera¢6es célula-biomaterial.

E importante ressaltar também a menor viabilidade das células de fibroblastos L929 nas amostras
dos géis Alg_Ca®" e Alg_CNCTS50, analisadas apds 24h de contato direto: este comportamento pode
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ser atribuido & menor estabilidade dos géis Alg_Ca?* e Alg_CNCT50 no meio de cultura, com alto
grau de inchamento e inicio da sua desintegracdo. Consequentemente, houve uma diminuigdo da
viabilidade e crescimento celular (KIRDPONPATTARA et al., 2015). Entretanto, apds 48h de ensaio,
os géis de alginato Alg_Ca®" e Alg_CNCT50 desintegraram totalmente e o meio de cultura ficou

disponivel para as células, o que favoreceu a proliferacéo celular até as 96h de estudo.

A partir dos ensaios de citotoxicidade realizados pelo método indireto, avaliou-se 0s possiveis
contaminantes toxicos que podem ser facilmente extraidos dos biomateriais (PARIENTE et al.,
2002). Os eluatos dos géis avaliados (Alg_Ca?*, Alg_CNCT50 e Alg_NFCT50) mostraram atividade
ndo citotoxica a levemente citotdxica (com viabilidade celular entre 75-98%) e apresentam excelente

perfil de citocompatibilidade (Figura 5.26b).

Embora todos os materiais avaliados tenham apresentado boa citocompatibilidade com as células de
fibroblastos L929, os géis Alg_Ca?" e Alg_CNCT50, de menor estabilidade fisica, desintegraram no
meio de cultura ap6s o primeiro contato. Por essa razdo, faz-se necessaria uma maior investigacao a
respeito das caracteristicas de tais materiais para que possam ser considerados como substratos
potenciais para engenharia de tecidos ou agentes de suporte ao crescimento celular. Uma aplicacéo
interessante para os géis Alg_ CNCT50 seria utilizad-los como curativos, principalmente em funcgéo
das propriedades do alginato de reticulacdo in situ, a presenca de ions calcio nos exsudatos (Coviello
et al., 2007) e a presenca de grupos —COO™ na superficie dos CNCT que podem influenciar na
absorcdo de proteinas e, consequentemente, na proliferacdo celular e cicatrizacdo das feridas.

Por outro lado, os geis contendo NFCT (Alg_NFCT50), que formam redes poliméricas semi-IPNs
com os géis de alginato, mantiveram a estabilidade dimensional. Apresentaram as melhores condi¢fes
de citocompatibilidade e favoreceram a adeséo e o crescimento de fibroblastos em sua superficie.
Alexandrescu et al. (2013) também realizaram testes de citotoxicidade em NFCT, utilizando células
de fibroblastos. Concluiram que estes materiais nanoestruturados celuldsicos ndo eram toxicos e
destacaram a importancia das NFCT para a medicina regenerativa e cicatrizacao de feridas. Portanto,

as demais investigacOes para este estudo foram concentradas nas amostras do gel Alg_ NFCT50.
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A caracterizacdo morfologica e microestrutural dos fibroblastos, semeados no gel Alg_ NFCT50, foi
realizada atraves da analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras apos 2, 4 e
7 dias de incubacéo (Figura 5.26).

Os resultados revelaram a presenca dos fibroblastos principalmente dentro dos poros do gel; mas
estavam também presentes na superficie do gel, frequentemente em monocamadas de cultura (Figura
5.27 a-b) e sobre as NFCT (Figura 5.27 b-c). Alem disso, a morfologia das células foi mantida esférica
e em formato estendido. O formato esférico pode ser um indicativo de que as células estavam
crescendo e tendo uma consideravel capacidade de proliferacdo, apos 7 dias de incubacdo (NASERI
et al., 2016).

Também é interessante observar que na superficie rugosa do gel Alg_NFCT50 (Figura 5.27 a-b) ha
presenca de filamentos saindo das células, o que poderd auxiliar a sua migracdo (através das
superficies porosas) e promover a interacdo entre as células. Como ja descrito ao longo deste estudo,
o tamanho dos poros de um biomaterial afeta a adesdo, proliferacdo e diferenciacao celular; portanto,
0s poros do gel devem ser pequenos o suficiente para assegurar a integridade mecéanica do material,
porém grandes para permitir o crescimento celular e a difusdo de nutrientes no tecido (LIU et al.,
2015).
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Figura 5.27. Micrografias MEV de células de fibroblastos L929 semeadas no gel de alginato e
nanofibra de celulose TEMPO-oxidada (50% m/m) — Alg_CNFT50: 2 dias de incuba¢do com

92



magnificacédo de 4000 x (a) e 6000 x (b); 4 dias de incubacdo com magnificacdo de 4000 x (c) e 6000
x (d); 7 dias de incubag&o com magnificagcéo de 6000 x (e) e 10000 x (f).

A partir da analise da Figura 5.27 pode-se observar também uma boa adesdo das células de
fibroblastos L929, apds 7 dias de incubacdo, nas amostras do gel Alg_ NFCT50. Tal fato pode ser
atribuido a estrutura dos poros do material e ao grande nimero de sitios para adesdo celular. As
NFCT, além de auxiliarem na estabilidade dimensional das amostras do gel Alg NFCT50,
proporcionaram uma estrutura para as paredes dos poros muito semelhante a matriz extracelular
natural; além disso, as cadeias de alginato, com caracteristicas hidrofilicas, também podem ter
contribuido para a fixacao das células no material (SKAUGRUD et al., 1999; DOMINGUES et al.,
2014).

Sendo assim, a partir dos resultados obtidos ao longo deste estudo, pode-se destacar o potencial dos
géis de alginato e nanoceluloses, mais especificamente, dos géis de alginato e nanoceluloses TEMPO-
oxidadas (50% m/m), para possiveis aplicacGes biomédicas. Os géis Alg CNCT50 e Alg_ NFCT50
apresentaram-se citocompativeis e 0s ensaios de crescimento celular in vitro nos géis Alg_ NFCT50

reforgaram a sua relevancia, principalmente na engenharia de tecidos.

5.3 Géis de alginato/ quitosana e nanoceluloses

Sabe-se que o0s geis podem ser classificados em relacdo a natureza dos grupos quimicos presentes,
em relacdo ao método de preparacao, dentre outros. As caracteristicas estdo intimamente relacionadas

a forma como os materiais estdo interligados: reticulacéo fisica ou quimica (HAMIDI et al., 2008).

Nesta secdo, para sintese dos novos géis, utilizou-se polimeros naturais, biodegradaveis,
extremamente abundantes e atdxicos: quitosana, alginato e nanoceluloses. A quitosana é um material
potencialmente atraente para usos diversos, principalmente em engenharia, biotecnologia e medicina
(ASSIS et al., 2003). Sua estrutura, formada pela repeticdo de unidades beta (1-4) 2-amino-2-deoxi-
D-glucose, apresenta uma cadeia polimérica similar a da celulose e, quando protonada, em meio

acido, é considerada um polication. O alginato de sodio é um polimero de cadeias lineares sollveis
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em meio aquoso, conhecido por suas propriedades curativas e antitumorais. E constituido por varias
unidades de sais de acido B-D-manurdnico (M) ¢ a-L-gulurdnico (G) unidas por ligacdes glicosidicas
(SOUZA et al., 2008) e, portanto, é considerado um polianion. Assim, a combinacdo desses dois
importantes polissacarideos, a partir da interacdo eletrostatica entre os grupos amino da quitosana
com os grupos carboxilatos do alginato (em pH 5,3), é capaz de formar um sistema dimensionalmente
mais estavel, com propriedades mecénicas e bioldgicas mais atraentes para aplicagcbes biomédicas,
quando comparado aos geéis dos polimeros isolados (alginato e quitosana) (LI et al., 2005).

Em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas dos polieletrdlitos quitosana e alginato, somada a
necessidade de se otimizar o processo de obtencdo e as propriedades finais dos géis de alginato e
nanoceluloses (secdo 5.2 do presente estudo), um sistema alginato/ quitosana e nanocelulose foi
proposto, utilizando-se CaCl, como agente de reticulagdo para os grupos -COO" disponiveis no
sistema. Sabe-se que em solucdes aquosas, com pH entre 3,5 e 6,5, 0s grupos amino da quitosana
interagem com 0s grupos carboxilatos do alginato com formacéo de um complexo iénico polimérico
(BERGER et al., 2004). A Figura 5.28 apresenta, esquematicamente, as possiveis interacdes idnicas
e/ ou ligacOes secundarias presentes no material em estudo: (a) reticulacdo idnica entre as cadeias de
alginato e fons Ca?*; (b) reticulacdo ibnica entre as cadeias de alginato, das nanoceluloses TEMPO-
oxidadas e fons Ca?*; (c) interacdes entre os grupos -OH das cadeias das nanoceluloses (ligagdo de
hidrogénio); (d) e (e) interagdes idnicas entre 0s grupos anionicos do alginato ou das nanoceluloses
TEMPO-oxidadas e os grupos catidnicos da quitosana protonada.
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Figura 5.28: Mecanismos para as possiveis interacdes/ reticulagcdes nos géis de alginato/ quitosana e

nanoceluloses.
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A fim de ilustrar/ demostrar a participacao das nanoceluloses na estabilidade dimensional dos geis de

alginato/ quitosana e nanoceluloses apresenta-se as Figuras 5.29 (a-b) e 5.30 (a-b).

A Figura 5.29 propbe um esquema para a formacdo dos geéis de alginato/ quitosana e nanoceluloses

oxidadas (Alg_Qui_NFCT e Alg_Qui_CNCT), ilustrando as possiveis reticulacdes idnicas entre 0s

grupos -COQ" disponiveis nos sistemas e os grupos —NHs" da quitosana protonada e reticulagoes

idnicas entre os grupos -COO" e os fons Ca?*. Ressalta-se que, para o presente esquema, meramente

ilustrativo, ndo foram consideradas as proporgdes entre as dimensdes das NFCT e CNCT.
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Figura 5.29: Representacdo esquematica dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana/ e nanoceluloses -

alginato/ quitosana e CNCT (a); alginato/ quitosana e NFCT (b).
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Os geéis polimericos, formados por estruturas que se mantém como resultado de interacdes intra ou
intermolecular (como ligacOes idnicas, ligagcdes de hidrogénio, entre outras), sdo denominados géis
fisicos; os géis obtidos por complexos idnicos podem ser considerados uma subcategoria dos géis
fisicos, devido a natureza reversivel das interacdes idnicas que caracterizam a estrutura do gel. Os
complexos ibnicos, por sua vez, podem ser divididos em géis ionicamente reticulados e os complexos
polieletroliticos (PEC), que sdo formados por um par de polimeros ibnicos de cargas contrarias
(ABREU et al., 2008). Sabendo também que outra classificacdo para os géis é quanto a formacéo de
redes polimeéricas, os géis fisicos, polieletroliticos de alginato, quitosana e nanoceluloses, foram

classificados, no presente estudo, como géis semi-1PNs alginato/ quitosana e nanoceluloses.

Conforme esquematizado nas Figuras 5.28 e 5.29, interacGes i0nicas entre os grupos -NHs* da
quitosana protonada (em meio &cido) e os grupos aniénicos do alginato e das nanoceluloses TEMPO-
oxidadas (-COQ) sdo esperadas, além da reticulacdo i6nica entre os grupos -COO" (livres na estrutura
polimérica) e fons Ca®*. Ressalta-se, portanto, que apesar do entrelagamento entre as cadeias, as

mesmas podem ser separadas sem envolver quebras de ligacdo quimica.

A Figura 5. 30 (a-b) apresenta uma imagem dos geis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses
(50% (m/m)).
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(a) (b)

Figura 5.30: Imagem dos géis Alg_Qui_CNCT50 (a) e Alg_Qui_NFCT50 (b)

N&do foram observadas alteracbes macroscopicas significativas, como formacdo de trincas e/ ou
aglomerados, quando se compara os géis de alginato e quitosana contendo CNCT ou NFCT,

diferentemente dos géis de alginato e nanoceluloses (secédo 5.2 do presente estudo).

5.3.1 Caracterizacdo fisica, quimica e bioldgica dos géis semi-IPNs de alginato/

quitosana e nanoceluloses

Para investigacdo das propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos géis semi-IPNs de alginato/
quitosana e nanoceluloses foram realizadas analises semelhantes as utilizadas para o gel de alginato
e nanoceluloses (apresentadas na secdo 5.2 do presente estudo). Analises de espectroscopia na regido
do infravermelho (FTIR-ATR), analises térmicas (TGA/ DTG) e DRX foram realizadas a fim de
evidenciar possiveis interacfes entre os polimeros alginato, quitosana e as diferentes nanoceluloses
adicionadas aos sistemas. O grau de inchamento dos géis em agua milli-Q, tampéo fosfato com pH
3,0, pH 7,4 e pH 9,0, a 25 e 37°C, foi determinado a fim de avaliar o comportamento deste sistema
polieletrolitico em diferentes condicdes de pH e temperatura. Para estudar as caracteristicas

estruturais dos géis, analises de miscroscopia eletrdnica de varredura (MEV) e analise de porosidade
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por micro-CT foram realizadas. O comportamento mecéanico dos géis, bem como a influéncia da
concentragdo das nanoceluloses e do tipo de nanocelulose (CNC, CNCT, NFC e NFCT) nas
propriedades mecénicas dos géis, foi estudado a partir de ensaios de compressdo termomecanicos
(TMA) e DMTA. Por fim, realizou-se ensaios de citotoxicidade e o crescimento celular sobre
amostras dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses, visando avaliar o potencial destes

novos materiais para apliacdes biomedicas.

Assim como observado para os géis de alginato e nanoceluloses (se¢do 5.2), as amostras dos géis de
alginato e quitosana contendo 10% (m/m) de nanoceluloses apresentaram menor estabilidade
dimensional e algumas caracteristicas macroscopicas indesejaveis para o presente estudo, como

trincas e/ou formacéo de aglomerados (conforme apresentado na Figura 5.31).

(a) (b)

Figura 5.31: Imagem dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses 10% (m/m) —
Alg_Qui_CNCT10 (a) e Alg_Qui_NFCT10 (b).
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Novamente, acredita-se que uma concentracdo 6tima de nanoceluloses para os géis semi-IPNs
alginato/ quitosana e nanoceluloses esteja entre 36 e 50% (m/m). E assim, as anélises de FTIR-ATR,
DRX, micro-CT, TMA, DMTA e citotoxicidade dos materiais foram realizadas apenas com amostras

dos géis preparados com 36% e/ ou 50% (m/m) de nanoceluloses.

e Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier e
Reflexdo Total Atenuada (FTIR - ATR)

No presente estudo, a formacédo dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses ocorre pela
interacdo eletrostatica entre os grupos -COO" do alginato e os grupos NHs" da quitosana protonada,
além da reticulac3o idnica dos grupos -COO", disponiveis no sistema, com os ions Ca?* adicionados
aos mesmos. O elevado grau de desacetilacdo da quitosana, utilizada no presente estudo (GD 93%),
resultou em interagcOes entre as cadeias da quitosana e alginato de sédio: géis semi-IPNs de maior
estabilidade dimensional em condicdes fisiologicas foram obtidos, quando comparados aos géis de
alginato e nanoceluloses (apresentados na secdo 5.2 do presente trabalho). A fim de confirmar as
interacdes fisicas entre os polieletrolitos alginato/ quitosana e nanoceluloses, além das reticulagdes
entre os ions célcio e os grupos -COO" disponiveis no sistema, analises de espectroscopia na regiao

do infravermelho foram realizadas.

As Figuras 5.32 e 5.33 apresentam os espectros de FTIR dos polimeros alginato e quitosana e dos

géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (36% m/m), respectivamente.
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Figura 5.32: Espectros de FTIR-ATR da quitosana e do alginato utilizados para a obtencéo dos géis

semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses.

Como apresentado nas secdes 5.1 e 5.2 do presente estudo, cita-se como principais bandas de
absorcdo para o alginato e nanoceluloses: banda larga em 3600 — 3.200cm™ caracteristica de
estiramento O-H; em 2900cm™ banda devido ao estiramento das ligagdes C-H de CH, e CHs; bandas
de estiramento dos grupos carboxilicos (-COO) em aproximadamente 1600cm™ para os estiramentos
assimétricos e 1411cm™ para os estiramentos simétricos do alginato e nanoceluloses TEMPO-

oxidadas.

O espectro de FTIR da quitosana € caracterizado por bandas de absorcdo nas seguintes regifes: uma
banda de absorcdo larga e intensa em ndmeros de onda préximos a 3300cm™ é atribuida ao
estiramento axial das ligagdes O-H e N-H; bandas em 2940 e 2880cm™, correspondentes ao
estiramento axial simétrico e assimétrico das ligagdes C-H; bandas em 1660cm™ e em 1586cm™,
atribuidas ao estiramento C=0O (conhecida como banda de amida I) e a deformacdo N-H de aminas;
bandas em 1419 e 1377cm™ resultantes da combinagéo do estiramento axial de C-N e da deformagcéo
angular de N-H.
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As bandas entre 800 e 1200cm™, em ambos os polimeros, esta relacionada com a estrutura
polissacaridica. Estes picos correspondem a uma regido chamada de “Impressao Digital” (Finger

print) que é caracteristica de cada polissacarideo.

A interacdo entre a quitosana e o alginato leva a formacéo de complexos eletroliticos, cuja interacdo
ibnica pode ser observada através de alteracBes nos modos vibracionais dos grupamentos principais
da quitosana e do alginato (LI et al., 2005). Indicios da interacdo entre os polieletrolitos presentes nos
sistemas podem estar associados ao alargamento da banda proxima a 1600cm™ e/ ou & formac&o do
ombro observado para os géis Alg_Qui_CNCT36 e Alg_Qui_NFCT36 (1550cmt). Segundo Li et al.
(2008), o deslocamento das bandas de absorcdo da quitosana (devido as deformacgdes N-H) de
1586cm ™ para 1550cm™ pode estar associado a interagdo da quitosana com o alginato. Neste estudo,
pode-se observar uma banda larga proxima a 1600 - 1550cm™ para todos os géis de alginato/
quitosana e nanoceluoses, com um ombro proeminente em 1550cm™ para os géis contendo CNCT ou
NFCT (36% m/m) - Alg_Qui_CNCT36 e Alg_Qui_NFCT36, além de uma banda a 1411cm™. As
duas bandas principais (1600cm™ e 1411cm™) sdo atribuidas as vibrages C=O dos grupos
carboxilatos do alginato e das nanoceluloses TEMPO-oxidadas, somadas as bandas atribuidas ao
estiramento C=0 (conhecida como banda de amida I) e a deformagdo N-H de aminas da quitosana
(1660, 1586cm™). As bandas em 1151cm™ e 1053 - 1026cm™ correspondem & estrutura
polissacaridica, incluindo as ligacGes glicosidicas, estiramentos dos grupos C-O-C/ C-N e C-O. Uma
banda larga e intensa, em torno de 3300cm™, pode ser observada e corresponde ao estiramento axial
das ligacdes N-H da quitosana e O-H dos polissacarideos alginato, quitosana e nanoceluloses; bandas
proximas a 2890cm™ correspondem aos estiramentos das ligagdes C-H (do alginato, quitosana e

nanoceluloses).
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Figura 5.33: Espectros de FTIR-ATR para os géis semi-IPNs de alginato/ quitosana (Alg_Qui) e
alginato/ quitosana e nanoceluloses modificadas e sem modificagfes quimicas (Alg_Qui_CNC36;

Alg Qui_CNCT36; Alg_Qui_NFC36; Alg_Qui_NFCT36).

Cabe salientar que, a sobreposicdo de comprimentos de onda caracteristicos da quitosana e do
alginato, quando os espectros dos géis sdo comparados aos espectros dos polimeros puros, além da
auséncia de novas bandas apés a formacdo dos géis, também podem ser indicativos que as interacGes
entre o0 alginato e a quitosana sdo puramente eletrostaticas entre os grupos -NHsz* da quitosana e
-COO" do alginato; ndo ha indicio de formacao de ligacdo amidica. Segundo Lawrie et al. (2007), a
presenca das formas idnicas de ambos os polieletrélitos (uma vez que o presente sistema teve o pH

ajustado e controlado em 5,3) resulta na formacao de um complexo fortemente associado.
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e Anédlise por Difracdo de Raio-X dos geéis semi-IPNs alginato/ quitosana e

nanoceluoses

A Figura 5.34 apresenta o difratograma dos polimeros semi cristalinos alginato e quitosana, utilizados

para sintese dos geéis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses.

— Algir'iato
—— Quitosana

T
(200)

Intensidade (u.a)

10 20 30 40 50
20 (graus)

Figura 5.34: Difratograma dos reagentes alginato e quitosana.

O alginato apresenta uma estrutura semicristalina com picos alargados correspondentes aos grupos
gulurénicos e manurénicos. A intensidade maxima correspondente aos grupos gulurénicos ocorre no
plano (110), em 20 = 13,6°; a intensidade maxima correspondente aos grupos manurdnicos ocorre no
plano (200), em 260 = 21,8°. O alargamento da fase amorfa ocorre até, aproximadamente, 20 = 50°
(NERY, 2014). Pela anéalise da Figura 5.34, pode-se perceber para a quitosana, um polimero

semicristalino, um pico de intensidade méxima em 20 = 19,8°, que corresponde ao plano principal
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(200) e um de menor intensidade em 26 = 10,3°, em func¢ao do polimorfismo da estrutura e que

corresponde aos planos dos cristais hidratados (LI et al., 2009).

Sabendo que a quantidade de nanocelulose adicionada ao sistema influencia diretamente na
cristalinidade dos géis (aumenta a intensidade dos picos de difracdo da celulose em 26
aproximadamente, 22°), amostras dos geis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses contendo

50% (m/m) foram selecionadas para as analises de DRX.

A Figura 5.35 apresenta o difratograma dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses 50%

(m/m).

T T T T T

—— Alg_Qui

—— Alg_Qui_CNC50
—— Alg_Qui_CNCT50
—— Alg_Qui_NFC50
—— Alg_Qui_NFCT50

Intensidade (u.a)

10 ' 20 30 40 ' 50
20 (graus)

Figura 5.35: Difratograma do gel semi-IPN alginato/ quitosana (Alg_Qui) e dos géis semi-IPNs

alginato/ quitosana e nanoceluloses 50% (m/m) - Alg _Qui_CNC50; Alg Qui_CNCT50;

Alg_Qui_NFC50; Alg_Qui_NFCT50.

A partir da andlise da Figura 5.34, pode-se confirmar que a adi¢do das nanoceluloses (CNC, CNCT,
NFC ou NFCT) aos géis semi-IPNs alginato/ quitosana aumenta a cristalinidade do material resultante

(com o aparecimento dos picos caracteristicos das regides cristalinas das nanoceluloses em 20 =22,5°
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e 20 = 15,3°, quando se compara ao gel de semi-IPN alginato/ quitosana, sem adicdo de
nanoceluloses, (Alg_Qui). Como esperado, os géis Alg_Qui_CNC50 e Alg_Qui_CNCT50, onde
foram adicionados 50% (m/m) de nanocristais de celulose (Ic = 90% e 82%, respectivamente) foram

0S que apresentaram estes picos mais acentuados em 26 = 22,5°.

Pode-se perceber também, comparando-se as Figuras 5.34 e 5.35, uma estrutura mais amorfa para o
gel semi-IPN alginato/ quitosana (Alg_Qui) em relagdo a quitosana pura. Segundo Smitha et al.
(2005), tal fato pode estar associado a eliminacao de ligagdes de hidrogénio entre os grupos amino e
grupos hidroxila da quitosana, durante a sintese do gel. Estes resultados corroboram com aqueles
obtidos a partir das analises de FTIR da quitosana e dos géis (Figuras 5.32 e 5.33): houve reducao
das bandas relacionadas com ligagdes de hidrogénio que intensificam a vibracdo de grupos -OH em
torno de 3300cm™ (quando se compara com os espectros de FTIR da quitosana pura e dos géis).

e Anélise termogravimétrica (TGA-DTG)

Para o estudo da estabilidade térmica dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses utilizou-
se analise termogravimétrica. As amostras foram submetidas a uma variacao constante da temperatura
com monitoramento da variacdo das massas. As Figuras 5.36 e 5.37 apresentam as curvas de
degradacdo térmica (TGA e DTG, respectivamente) dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana
(Alg_Qui) e alginato/ quitosana e nanoceluloses (36% m/m): Alg_Qui_CNC36; Alg_Qui_CNCT36;
Alg_ Qui_NFC36; Alg_ Qui_NFCT36).
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Figura 5.36: Curvas de TGA dos géis semi-IPNs alginato/quitosana e alginato/ quitosana e

nanoceluloses (36% m/m) em atmosfera de Na.
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Figura 5.37: Curvas de DTG dos géis semi-IPNs alginato/quitosana e alginato/ quitosana e
nanoceluloses (36% m/m) em atmosfera de N2 — Alg_Qui_CNC36 e Alg_Qui_CNCT36 (a);
Alg_Qui_NFC36 e Alg_Qui_NFCT36 (b).
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Pode-se observar, a partir da analise das Figuras 5.36 e 5.37, trés principais eventos de perda de
massa: 0 primeiro entre 20 e 175°C, com perda de, aproximadamente, 15% da massa inicial o que
corresponde a perda de agua e de outros componentes volateis presentes no sistema.

No segundo evento (entre 175 e 385°C) tem-se uma perda de massa de, aproximadamente, 40%
correspondente a degradacdo complexa dos glicosideos presentes na estrutura dos biopolimeros
alginato, quitosana e nanoceluloses. Pode-se observar, para o inicio deste evento, uma ligeira
diminuicdo da estabilidade térmica dos geéis de alginato/ quitosana e NFC ou NFCT (com temperatura
inicial de degradacdo igual a 167 e 160°C, respectivamente) quando comparados aos demais géis de
alginato e quitosana. Tal fenémeno pode ser justificado pela presenca das hemiceluloses na estrutura
das nanofibras que apresentam temperatura de degradacdo térmica inferior a da celulose (YANG et
al., 2007; LIAO, 2003). Além disso, segundo Isogai et al. (2011), a formacéo de carboxilatos de sodio
a partir das hidroxilas primarias C6 na superficie das nanoceluloses, devido a oxidacdo mediada por
TEMPO, leva a uma diminuicdo no ponto inicial de degradacdo térmica do material (gel
Alg_Qui_NFCT36). Porém, acredita-se que estes mesmos grupos carboxilatos (na superficie das
NFCT) tenham participacdo no processo de reticulagdo idnica das cadeias de alginato e ions calcio
no gel Alg_Qui_NFCT36, o que resultou em uma maior a estabilidade térmica final para estas

amostras.

O terceiro evento (a partir de 385°C) ocorre devido a degradacdo de residuos carbdnicos para
formacdo de produtos gasosos de baixa massa molar. Os residuos do processo de degradacao, apds
650°C, podem também ser atribuidos aos compostos contendo calcio, uma vez que os fons Ca?* foram
utilizados como agente reticulante neste estudo, e a interacao eletrostatica entre o alginato, a quitosana

(HAN et al., 2009) e as nanoceluloses, resultando em uma maior estabilidade térmica das amostras.

No presente estudo, avaliou-se o efeito da concentracdo das nanoceluloses nos géis semi-IPNs

alginato/ quitosana e nanoceluloses (Figura 5.38).

108



100

100

T T
—— Alg_Qui_CNCT10

0] —— Alg_Qui_CNC10 0. i
—— Alg_Qui_CNC36 —— Alg_Qui_CNCT36
80 —— Alg_Qui_CNC50 80 —— Alg_Qui_CNCT50

70

60

70

60

S S
g 50 g 50
(7] (7]
© ©
s 40 s 40
30 30
204 204
10 4 10 4
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
100 T T T T T 100 T T T T T T
90 ﬁ:g_gu!_m Eg;g 901 —— Alg_Qui_NFCT10
— Alg_Qui_| —— Alg_Qui_NFCT36
804 —— Alg_Qui_NFC50 80| —— Alg_Qui_NFCT50
70 70
:\; 60+ ;\f; 60+
© 50 | 3 50 |
@ @
T ©
= 40 = 40
30 30
204 204
10 4 10 4
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 5.38: Curvas de TGA dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses em diferentes

concentragdes (10, 36 e 50% m/m), em atmosfera de Na.

A partir da analise da Figura 5.38 pode-se perceber um comportamento semelhante para todos os géis
semi-1PNs alginato/ quitosana e nanoceluloses com concentracdo de 36% e 50% (m/m). Porém, os
géis com apenas 10% (m/m) de nanoceluloses apresentaram um menor percentual de residuos ap6s
650°C.

Tal fato pode ser justificado por uma menor quantidade de fons Ca?* esperada para estas amostras em

funcdo das caracteristicas morfoldgicas das mesmas (poros menores e mais heterogéneos). Além
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disso, a menor homogeneidade do sistema alginato/ quitosana e nanoceluloses 10% (m/m), resulta
em uma diminuicdo nas interagBes entre as cadeias poliméricas do sistema polieletrolitico e,

consequentemente, em estruturas com menor estabilidade térmica.

5.3.2 Propriedades morfologicas dos géis de alginato e nanoceluloses

e Microscopia eletronica de varredura (MEV) e microtomografia de raios-X
(micro-CT)

A variacdo das condicOes de reacdo, a partir da adigdo de diferentes nanoceluloses aos géis de alginato
e quitosana, influenciou nas interacdes entre os polieletolitos e formando géis com diferentes
morfologias. Analises de microscopia eletrénica de varredura (Figura 5.39) e micro-CT (Figuras 5.40
e 5.41) foram realizadas para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses, a fim de se
conhecer o tamanho dos poros dos materiais, a sua distribuicdo, interconexdo e porosidade total, de

grande importancia para as propriedades finais dos geis.
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Figura 5.39 Caracterizagdo morfologica do gel semi-IPN alginato/ quitosana (Alg_Qui) (a); e dos

géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (50% m/m) - Alg Qui_CNC50 (b);
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Alg_Qui_CNCT50 (c); Alg_Qui_NFC50 (d); Alg_Qui_NFCT50 (e). Magnificacdo de 500 x. As
inser¢des representam uma magnificagdo de 1000 x.

A partir da analise das micrografias MEV da sec¢do transversal dos géis criofraturados com nitrogénio
liquido (Figura 5.39) estruturas altamente porosas e de paredes finas, tipicas de materiais liofilizados
(SEHAQUI et al., 2011) foram encontradas. Pode-se observar uma morfologia semelhante a dos geéis
de alginato e nanoceluloses (se¢do 5.2), porém percebe-se um material mais denso, de paredes
rugosas, sugerindo géis mais resistentes e de melhor bioadesdo se comparados aos géis de alginato.
Tal fato pode ser justificado, principalmente, em funcdo das interacGes eletrostaticas entre 0s

polimeros alginato, quitosana e nanoceluloses TEMPO-oxidadas.

Aqui também, a adicdo de nanoceluloses aos géis exerceu um papel fundamental na organizacdo e
estruturacdo dos materiais, em especial para aqueles contendo NFC e NFCT. Com maior estabilidade
dimensional, os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (Alg_Qui_CNC50,
Alg_Qui_CNCT50, Alg_Qui_NFC50 ou Alg_Qui_NFCT50), apresentaram poros com tamanhos
médios entre 60 ¢ 80um (Figura 5.39 b-e), interconectados, de grande importancia na absorgédo de
liquidos e demais propriedades fisico-quimicas e mecénicas. Tais caracteristicas sdo essenciais para
possiveis aplicacdes em engenharia de tecidos, vista a importancia de se combinar o tamanho dos

poros e a resisténcia mecanicas em biomaterias (CALIARI e BURDICK, 2016).

Para o gel Alg_Qui (sem adicdo de nanoceluloses) pode-se observar um material mais heterogéneo,
com tamanho de poros variando entre 1 e 115um (Figura 5.39 a) que também pode ser justificado
pela complexidade deste sistema: interacdes idnicas entre as cadeias de quitosana e alginato, entre as
cadeias de alginato e ions Ca?*, além das interacdes secundarias intramoleculares e entre as cadeias

poliméricas

Para melhor avaliar a morfologia dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses, amostras
contendo CNCT e NFCT (50% m/m) também foram analisadas por micro-CT. As Figuras 5.40 e 5.41
apresentam as imagens obtidas por micro-CT para o0s géis Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50,
respectivamente. Ressalta-se novamente, que apesar da resolucéo espacial das imagens de micro-CT

ser de, aproximadamente, 10 pixels, as informac6es obtidas para porosidade total a partir desta técnica
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foram consideradas as mais apropriadas para o material em estudo, em funcéo das caracteristicas

fisicas e quimicas dos géis.

1500 pm

Figura 5.40: Imagens de microtomografia de raios-X do gel semi-IPN alginato/ quitosana e CNCT
50% (m/m) - Secdes transversais da amostra (a - b); volume da amostra exibindo arranjo de sua parede
em 3D (c).

Figura 5.41: Imagens de microtomografia de raios-X do gel semi-IPN alginato/ quitosana e NFCT
50% (m/m) - se¢des transversais da amostra (a - b); volume da amostra exibindo arranjo de sua parede
em 3D (c).
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A partir da analise das Figuras 5.40 e 5.41 pode-se confirmar uma ampla distribuicdo do tamanho dos
poros dos géis contendo CNCT ou NFCT (50% m/m). Assim como observado para os géis de alginato
contendo CNCT (secdo 5.2) aqui também, as amostras do gel semi-IPN alginato/ quitosana e CNCT
(Alg_Qui_CNCT50) apresentaram poros orientados; neste caso, percebe-se uma orientacdo em

espiral para as paredes dos poros, justificada pela presenca da fase colestérica em nanocristais.

Além disso, o gel Alg_Qui_CNCT50 exibiu uma estrutura mais densa e com poros menores, quando
comparada a do gel Alg_Qui_NFCT50. O gel de alginato, quitosana e NFCT (Alg_Qui_NFCT50)
apresentou poros sem orientacao preferencial e com uma distribui¢do dos tamanhos mais heterogénea
(Figura 5.41).

Para avaliar quantitativamente a porosidade dos géis e a distribuicdo da espessura das paredes dos
poros utilizou-se técnicas de processamento de imagem (Image J), semelhante ao descrito por Isaac
et al. (2015). Os resultados estao apresentados na Figura 5.42 e revelaram valores de porosidade igual
a 56% e 79% para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (50% m/m) - gel
Alg_Qui_CNCT50 e gel Alg_Qui_NFCT50, respectivamente.

Figura 5.42: Mapas da espessura das paredes dos poros dos géis semi-IPNS alginato/ quitosana e
CNCT 50% (m/m) (a); e alginato/ quitosana e NFCT 50% (m/m) (b). A legenda e a barra de escala

estdo em microns.
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Tais resultados estdo de acordo com os descritos na literatura para géis de alginato liofilizados e
podem ser diretamente correlacionados com a permeabilidade (a gases, agua ou outros fluidos
biol6gicos) e com a resisténcia mecénica dos materiais. Além disso, as amostras do gel
Alg_Qui_CNCT50 apresentaram uma distribuicdo muito heterogénea da espessura das paredes dos
poros, entre 20 e 60um (Figura 5.2a). As amostras do gel Alg_Qui_NFCT50 exibiram uma
distribuicdo da espessura das paredes mais uniforme, com aproximadamente, 20um, conforme

apresentado na Figura 5.42b.

e Grau de inchamento

O grau de inchamento de um gel esta relacionado com a expansao da matriz polimérica que pode,
consequentemente, modificar e/ou aumentar o tamanho dos seus poros. Quando o inchamento ocorre
em excesso, 0 material tende a ficar mais flexivel, podendo levar ao seu colapso (KAVYA et al.,
2013). Para aplicacBes biomédicas, a capacidade de absorcdo é também um parametro para avaliar o
comportamento do material mediante os fluidos corporais e transmissao de nutrientes (LEE et al.,
2014).

Sabe-se que os géis fisicos (sem reticulagbes quimicas) ndo sdo permanentes e podem dissolver ou
erodir quando as interagdes entre os polimeros se dissociam (TORRADO et al., 2004). Além disso,
a presenca de uma maior quantidade de grupos carregados (negativamente, como —COQ" presente nas
cadeias de alginato e das nanoceluloses TEMPO-oxidadas, ou positivamente como —~NHs* das cadeias
de quitosanana solubilizada) no sistema polieletrolitico pode também influenciar a estabilidade fisica
dos produtos formados (ABREU et al., 2008).

Como um estudo preliminar, avaliou-se a estabilidade dimensional e a resisténcia a degradacéo dos
géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (36% m/m) em condic@es fisioldgicas (PBS pH
7,4, a 37°C), visando posteriores estudos de citotoxicidade e crescimento celular. Observou-se para o
gel semi-IPN alginato/ quitosana sem adi¢éo de nanoceluloses (Alg_Qui) uma diminui¢cdo na massa
das amostras hidratadas a partir de 2 horas de contato com a solugédo tampéo (aproximadamente 22%

de perda de massa); para os géis Alg_Qui_ NFC36 e Alg Qui_ NFCT36, um tempo de
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aproximadamente 24 horas foi necessario para que as amostras hidratadas comecassem a perder
massa (aproximadamente 4,5% de perda de massa). E, para os geis Alg_Qui_CNC36 e
Alg_Qui_CNCT36 uma redugdo na massa das amostras hidratadas foi observada a partir de 48 horas

em contato com a solucdo salina (aproximadamente 5,0% de perda de massa).

Sabendo que a hidratacdo dos géis ocorre até que a pressdo osmdtica do sistema se iguale as forcas
das suas bandas reticuladas (PASPARAKIS e BOUROPOULOS, 2006) e que a porosidade das
amostras tem significativa influéncia no seu grau de hidratacéo, tal fato pode estar associado a uma
maior separacao entre as cadeias poliméricas a partir da adicdo de NFC/ NFCT. Como observado a
partir das andlises de microscopia das nanoceluloses e dos geis (imagens de MET e MEV,
respectivamente), as nanofibras de celulose por serem mais longas e flexiveis e as NFCT, em especial,
a partir da adicdo de grupos -COO™ ao sistema, podem contribuir para a maior separagdo da rede
interpolimérica em pH 7,4. Ao longo dos 21 dias de andlise o gel Alg_Qui (sem adicdo de
nanocelulose) perdeu a sua forma e se desintegrou no meio; tal comportamento ndo foi observado
para as amostras dos géis contendo nanoceluloses, confirmando a participacdo das mesmas na

estabilidade dimensional dos géis.

Entdo, para estudar propriedades fisico-quimicas dos geis semi-IPNs alginato/ quitosana e
nanoceluloses e obter o tempo necessario para se alcancar o equilibrio de hidratacdo dos géis, fez-se
um estudo da cinética de inchamento utilizando-se o gel Alg_Qui_CNC36, em PBS, pH 7,4, a 25°C
e 37°C (Figura 5.43). A escolha de tal amostra baseou-se na morfologia, aspectos macroscépicos e

parametros fisico-quimicos obtidos a partir dos ensaios preliminares de absorcéo e perda de massa.
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Figura 5.43: Ganho de massa do gel semi-IPN alginato/ quitosana e nanocelulose (36% m/m)
(Alg_Qui_CNC36) em funcdo do tempo, em PBS, pH 7,4, a 25°C e 37°C.

A partir da analise da Figura 5.43, determinou-se o tempo de equilibrio para os géis semi-IPNs
alginato/ quitosana e nanoceuloses: foram necessérias, aproximadamente, 2 horas para se obter um
ganho de massa maximo e constante, nas condi¢des analisadas (8,3g/g, a 37°C e 7,0g/g a 25°C).
Observou-se que, apds os primeiros 15 minutos de analise, 80% do ganho méaximo de massa das
amostras avaliadas ja havia sido atingido para os ensaios realizados a 25°C e 90% do ganho de massa
maximo para aqueles realizados a 37°C. A interacdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas de
complexos polidnicos liofilizados facilita a interacdo matriz-solvente e permite um inchamento
rapido e eficiente (TORRADO et al., 2004). Uma pequena varia¢do no grau de inchamento em funcéo
do aumento da temperatura pode ser justificada pela presenca dos grupos hidrofilicos presentes nas
cadeias dos polimeros constituintes dos géis: alginato, quitosana e nanoceluloses. Em maiores

temperaturas, as interacbes polimero-agua sao favorecidas (QUEIROZ, 2010).

Portanto, 0s ensaios de inchamento méaximo para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e

nanoceluloses foram realizados em um intervalo de tempo igual a 2 horas, em H>O milli-Q (pH 6,2 a
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37°C) e em condicdes fisiolégicas (tampdo fosfato pH 7,4 a 37°C). Os resultados encontrados estdo

apresentados na Tabela V.6.

Tabela V.6: Ganho de massa maximo apos ensaio de inchamento (2h; 37°C em agua milli-Q e em

PBS, pH 7,4) para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses.

AMOSTRA Ganho de massa (g/g) Ganho de massa (g/9)
Agua milli-Q; pH6,2 PBS; pH7,4
Alg_Qui 9,53 +0,43 9,49 £ 0,55
Alg_Qui_CNC10 8,73+0,30 8,94 £ 0,20
Alg_Qui_CNC36 7,86 + 0,06 8,22 +0,45
Alg_Qui_CNC50 7,17 £ 0,29 6,99 £ 0,05
Alg_Qui_CNCT10 6,77+0,42 7,36 £0,41
Alg Qui_ CNCT36 7,84+0,11 7,81+ 0,06
Alg_Qui_CNCT50 7,56 + 0,56 6,99 £ 0,25
Alg_Qui_NFC10 8,32 +0,59 7,71+0,45
Alg_Qui_NFC36 8,84 + 0,60 8,48 £ 0,09
Alg_Qui_NFC50 13,25 + 0,52 12,46 + 0,59
Alg Qui_ NFCT10 7,96 +0,17 7,20 +0,12
Alg Qui NFCT36 8,77+ 0,25 9,70 + 0,48
Alg Qui NFCT50 12,26 + 0,71 11,38 + 0,52

Pela andlise da Tabela V. 6 pode-se observar, a maior influéncia das NFC/ NFCT (50% m/m) no grau
de inchamento dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses, nas condi¢fes analisadas
(PBS pH 7,4 e 4gua milli-Q). Um inchamento méaximo de, aproximadamente, 12g/g foi encontrado

para amostras contendo 50% (m/m) de nanofibras de celulose (Alg_Qui_NFC50;
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Alg_Qui_NFCT50). Tal fato pode ser justificado também pela participacdo das NFC/ NFCT na
formacdo de redes interconectadas entre as cadeias de alginato e quitosana, conferindo ao material

uma maior porosidade, com consequente influéncia nas propriedades fisico-quimicas dos géis.

Observou-se um inchamento maximo de, aproximadamente, 8,5g/g para os demais géis semi-IPNs
alginato/ quitosana e nanoceluloses. Justifica-se o inchamento dos géis pela natureza porosa do
sistema polieletrolitico alginato/ quitosana obtido por liofilizagdo e a presenca de grupos hidrofilicos

nas cadeias dos polimeros avaliados (alginato, quitosana e nanoceluloses).

Para conhecer o comportamento do sistema polieletrolitico em estudo (géis semi-IPNs alginato/
quitosana e nanoceluloses), em diferentes valores de pH, visando possiveis aplicacbes biomédicas e/
ou farmacéuticas, alguns ensaios de inchamento também foram realizados em outras solu¢des tampao
de fosfato, com valores de pH 3 e 9, a 37°C. Os resultados encontrados para os géis semi-IPNs

alginato/ quitosana e nanoceluloses 36% (m/m) estdo apresentados na Figura 5.44.

I Alg_Qui_CNC36
I Alg_Qui_CNCT36

10 | e Alg_Qui_NFC36
[ Alg_Qui_NFCT36

| I Alg_Qui

Ganho de massa (g/g)

T30 74 90 30 7.4 90 30 7,4 90 30 7.4 9,0
pH

30 74 90

Figura 5.44: Grau de inchamento dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses 36% (m/m):
Alg_Qui_CNC36; Alg _Qui_CNCT36; Alg Qui_NFC36; Alg Qui_NFCT36; Alg Qui, em

diferentes valores de pH.
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De maneira geral, géis de alginato e quitosana sao sensiveis a alteracfes de pH do meio (ABREU et
al., 2008), em funcéo da protonagéo/ desprotonacgédo dos grupos carboxilatos das cadeias de alginato
e dos grupos amino da quitosana. Para aplicacGes biomédicas, compreender o comportamento de um
scaffold durante o inchamento é de suma importancia, uma vez que este € dependente do pH do local
de implantacdo (LI et al., 2005). A Figura 5.45 representa, esquematicamente, a influéncia do pH do

meio na estrutura e, consequentemente, no inchamento de géis semi-IPNs de alginato e quitosana.

Meio basico
Ho o MO
H07 7 -
Quitosana u')
HO |
Alginato H,0 Q‘:\'

.
- Diminui¢do do pH
Aumento do pH .

pH 5,3

| H;O

Aumento do pH
Meio acido Diminui¢io do pH
z o --l
H,O
7~

Figura 5.45: Efeito do pH na estrutura e no grau de inchamento de géis semi-IPN quitosana e alginato.
Os circulos representam as interacOes ionicas entre as cargas negativas (-) do alginato e as cargas
positivas da quitosana (+). (Adaptado - BERGER et al., 2004).
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No presente trabalho, os ensaios de inchamento em valores distintos de pH contribuiram para a
compreensdo do comportamento fisico-quimico deste sistema polieletrolitico (alginato/ quitosana)
com diferentes tipos de nanoceluloses. Um inchamento méximo (de, aproximadamente 10g/g) foi
encontrado para os géis Alg_Qui_NFCT36, em pH 7,4. Em pH proximo da neutralidade, sugere-se
que as cadeias poliméricas de cargas oposta (alginato e NFCT, com grupos carboxilatos e a quitosana
com grupos amino protonados) permanecem emaranhadas e unidas pela atracdo eletrostatica
(BERGER et al., 2004), facilitando o inchamento.

Em pH 3,0, tem-se a protonacgdo dos grupos -COO™ e o inchamento do gel resulta da expansdo das
cadeias de quitosana protonadas, devido a repulsdo das cargas positivas presentes no meio acido
(inchamento méximo de 7,5g9/g para o gel Alg_Qui NFC36 e de 8,79/g para o gel
Alg_Qui_NFCT36).

Em pH 9,0, um maior nimero de grupos —-COOQO" encontram-se desprotonados e as cadeias de alginato
e NFCT tendem a expandir, garantindo o inchamento do gel. Ndo foram observadas perdas de massa
dos materiais durante as 2 horas de ensaio nos diferentes meios (pH 3,0; 7,4 ou 9,0). Esse fendmeno
reforca a participagdo das NFC/ NFCT na reticulagdo dos géis e formagdo de uma rede polimérica

com as cadeias de alginato e quitosana.

Os géis Alg_Qui_CNC36 e Alg_Qui_CNCT36 apresentaram um comportamento semelhante entre
si, podendo-se observar os maiores valores de inchamento em pH 3,0 e 7,4 (aproximadamente,
8,00/g). O inchamento é consequéncia, principalmente, da atracdo eletrostatica entre as cadeias de
alginato e quitosana em pH 7,4 e da expansdo das cadeias de quitosana protonadas em pH 3,0. Em
meio basico (pH 9,0) tem-se a expansdo das cadeias de alginato e, consequentemente, o inchamento

dos géis.

Porém, uma menor estabilidade dimensional pode ser observada para as amostras dos ge€is
Alg_Qui_CNC36 e Alg_Qui_CNCT36 em pH alcalino: as amostras comecaram a degradar nas
primeiras 2 horas de contato com a solucdo fosfato pH 9,0 (tempo inferior ao encontrado para 0s
ensaios realizados em pH 3,0 e 7,4) e menores valores de massa foram registrados. Tal fato pode ser
justificado pelo maior nimero de grupos —COO™ desprotonados em pH 9,0, expanséo das cadeias de
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alginato, contracdo das cadeias de quitosana, somada ao efeito quelante dos ions fosfato com os ions

Ca?* (reticuladores fisicos das cadeias de alginato).

Para o gel semi-IPN alginato/ quitosana sem adi¢do de nanoceluloses (Alg_Qui) um inchamento
méaximo de 10,0g/g foi encontrado em pH 3,0. Porém, as amostras comecaram a degradar a partir de,
aproximadamente, 2 horas de ensaio, independentemente do pH do meio. Destaca-se, portanto a
contribui¢do das nanoceluloses, também, na estabilidade dimensional dos géis semi-IPNs alginato/
quitosana e nanoceluloses, principalmente em condicdes fisioldgicas e em meio &cido (proximo ao
pKa do alginato - 3,38 e 3,65). A interacdo eletrostatica dos grupos amino da quitosana com grupos
carboxilatos disponiveis (alginato e nanoceluloses TEMPO-oxidadas) tende a dificultar a protonacao
da quitosana e os grupos &cido carboxilico disponiveis tamponam a solucdo, retardando a degradacao
do material (LI et al., 2005).

Tal fato permite que esses novos materiais desenvolvidos sejam potencialmente aplicaveis em uma

gama mais ampla de situacdes clinicas.

e Analises Termomecanicas (TMA)

Géis poliméricos biodegradaveis, utilizados como matrizes celulares em engenharia de tecidos,
podem ser utilizados como scaffolds para o cultivo de células (BOATENG et al., 2008), como
curativos auxiliando na cicatrizacdo de feridas, dentre outros. Para tanto, devem possuir uma estrutura
tridimensional, com grande area superficial, adequada a adesdo, migracao e crescimento celular. As
propriedades mecénicas também séo caracteristicas importantes e devem ser similares as do tecido
lesionado; a taxa de degradacdo, em algumas de suas aplicacdes, deve ser preferencialmente préxima
a taxa de regeneracao do tecido (KHAN e AHMAD, 2013).

Para avaliar a influéncia dos diferentes tipos de nanoceluloses (CNC, CNCT, NFC e NFCT) nas
propriedades mecanicas dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana, analises termomecanicas foram
realizadas para as amostras dos géis contendo nanoceluloses (36 e 50% m/m). Ressalta-se,

novamente, que as amostras contendo 10% (m/m) de nanoceluloses ndo foram analisadas por TMA
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em funcdo da sua heterogeneidade, menor estabilidade dimensional e demais caracteristicas fisico-
quimicas j& avaliadas ao longo deste estudo. A analise termomecénica (TMA) é uma técnica que
permite estudar as propriedades dos materiais em fungdo da variagdo da temperatura. Através dela,
mede-se as propriedades intrinsecas do material, como coeficiente de expansao, transicdo vitrea,
dentre outros. O processo consiste em medir as variagdes dimensionais da amostra (em funcao da
temperatura) a0 mesmo tempo em que é solicitada mecanicamente. Neste processo podem ser
aplicados diversos tipos de carregamento, como tracdo, flexdo, penetracdo ou compresséo, utilizada

no presente estudo.

A Figura 5.46 apresenta as temperaturas de transicao vitrea (Tg) para os geis semi-IPNs alginato/
quitosana sem nanoceluloses (Alg_Qui) e para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses,
apos os dois ciclos de aquecimento. Durante as analises, com o0 aumento da temperatura do sistema,
tem-se a movimentacdo das cadeias poliméricas. Pode-se avaliar o comportamento de fluéncia e
relaxamento das cadeias e a temperatura de transicao vitrea das amostras. A partir da analise da Figura
5.46a pode-se observar que a Tg do gel Alg_Qui, no primeiro ciclo de aquecimento, aparece proxima
a 72°C, temperatura superior a Tg do alginato reticulado com calcio (47°C) e a Tg da quitosana pura
(aproximadamente, 65°C - Figura X.1 do Apéndice). Sabendo que a Tg de um material &€ maior
quando se tem um aumento das interacfes intermoleculares secundarias (BARBANI et al., 2005)
pode-se confirmar as interacfes entre os polieletrdlitos alginato e quitosana nas condi¢des adotadas
no presente estudo. Apds um segundo ciclo de aquecimento, nenhuma transicéo pode ser verificada

para as condicdes de analise selecionadas.
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Figura 5.46: Anélise de TMA para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana sem adi¢do de nanoceluloses
(a) e para os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (36 e 50% m/m) (b-e) — Temperatura
de transicdo vitrea em dois ciclos de aquecimento, sendo (1) para o primeiro ciclo e (2) para o segundo

ciclo de aguecimento.
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A Figura 5.46 (b-e) apresenta as curvas obtidas a partir das analises de TMA para o0s geéis semi-IPNs
alginato/ quitosana e nanoceluloses (36 e 50% m/m), apds 2 ciclos de aquecimento. Para todas as
amostras pode-se verificar, principalmente durante o primeiro ciclo de aquecimento, mais de uma
temperatura de transicdo vitrea, resultado da complexidade do sistema e das diferentes interacGes

possiveis entre as cadeias poliméricas (alginato, quitosana e nanoceluloses).

Porém, apds um segundo ciclo de aquecimento, pode-se observar um menor numero de transicgdes,
com deslocamento das Tg’s para valores superiores aos observados durante o primeiro ciclo de
aquecimento. Tal fato pode ser um indicativo de que as cadeias poliméricas de um dos componentes
da mistura estdo afetando a mobilidade das demais, sugestionando uma miscibilidade parcial. Com o
aumento da temperatura, tem-se a eliminagdo do efeito plastificante da dgua absorvida pelos géis.
Além disso, as cadeias sofrem relaxacdes e se aproximam. Aumentam as interacfes ibnicas entre os
polieletrolitos (alginato e quitosana), entre os grupos —COO™ do alginato e das nanoceluloses
TEMPO-oxidadas e jons Ca?* livres na estrutura, além das demais interacdes secundarias entre as

cadeias de alginato, quitosana e nanoceluloses. O material se torna mais rigido e mais homogéneo.

Pode-se verificar também, a partir da anélise da Figura 5.46, que a variacdo da concentracdo das
nanoceluloses (36 ou 50% m/m) nos géis IPNs_alginato/ quitosana e nanoceluloses exerceu pouca
influéncia sobre as analises de TMA, sendo mais um indicio de que seja esta (36 - 50%) a faixa de
concentracdo 6tima para as nanoceluloses no sistema em estudo. Quando se compara os valores de
Tg para as amostras dos géis contendo nanoceluloses sem modificacdo quimica e nanoceluloses
TEMPO-oxidadas, aqui também se percebe um ligeiro deslocamento das Tg’s para valores superiores
quando se utiliza CNCT ou NFCT (aproximadamente, 80°C). Tal fato corrobora para a possibilidade
de uma reticulagdo ionica adicional, termicamente induzida, entre os fons Ca®" e 0s grupos

carboxilicos disponiveis na estrutura e/ ou entre as cadeias de quitosana e os grupos -COQO".

Para uma melhor compreensdo do comportamento mecanico dos géis apresentados nesta secéo,
visando possiveis aplicacbes em engenharia de tecidos, analises termodinamico-mecéanicas (DMTA)

foram realizadas para amostras dos geis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (50% m/m).

125



e Anédlise Termodinamico-Mecéanica (Dynamic Mechanical Thermal Analyses -
DMTA)

Geis de polimeros naturais, biocompativeis e porosos, apesar de fornecerem um microambiente
adequado para adesdo, proliferacdo e migracdo das células (necessario para a regeneracao de tecidos)
muitas vezes apresentam limitacOes para aplicacdes biomédicas em funcgédo das baixas propriedades
mecanicas apresentadas (KUMAR et al., 2017).

Anélises termodindmico-mecanicas dos geis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (50%
m/m) foram realizadas a fim de correlacionar as propriedades macroscopicas dos géis as relaxacdes
moleculares termicamente induzidas e interac@es fisico-quimicas presentes nos materiais. Avaliou-se
a variacdao no modulo de armazenamento (E’) das amostras (Alg Qui CNC50, Alg Qui_ CNCT50,
Alg_Qui_NFC50 e Alg_Qui_NFCT50) em funcdo do aumento da temperatura, em dois ciclos de
aquecimento e denominou-se E't 0 modulo de armazenamento apds o primeiro ciclo de aquecimento
¢ E’20 mddulo de armazenamento apos o segundo ciclo de aquecimento. A Tabela V.7 apresenta os
valores de modulo de armazenamento obtidos para as amostras dos géis, em valores de temperaturas

especificas (35, 37 e 42°C, visando aplica¢bes biomédicas), nos dois ciclos de aquecimento.

Tabela V.7: Modulo de armazenamento (E’1 e E’2) dos géis Alg_Qui (sem adi¢do de nanoceluloses)
e Alg _Qui_ CNC50, Alg_Qui_ CNCT50, Alg Qui_NFC50, Alg_Qui_NFCT50, na faixa de
temperatura corporal (35, 37 e 42°C).

GEL 35°C 37°C 42°C

E’; (MPa) |E»(MPa) |E:(MPa) |E»(MPa) |E’;(MPa) |E’;(MPa)
Alg_Qui 0,08 4,50 0,07 6,00 0,07 8,50
Alg Qui CNC50 | 0,10 6,88 0,11 7,37 0,11 8,60
Alg_Qui_CNCT50 | 0,10 7,50 0,11 8,10 0,11 9,95
Alg Qui NFC50 | 0,05 1,25 0,05 1,80 0,05 6,03
Alg Qui NFCT50 | 0,09 6,88 0,10 7,37 0,10 8,50
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Para todas as amostras avaliadas, durante o primeiro ciclo de aquecimento, ndo foram verificadas
variagdes nos valores de E’ (nas temperaturas selecionadas) 0 que pode ser justificado pela menor
mobilidade das cadeias poliméricas em temperaturas abaixo das Tg’s dos géis (verificadas a partir de
50°C). Apos um segundo ciclo de aquecimento, houve um aumento significativo nos médulos de
armazenamento (E’2) justificado por uma reorganizagdo microestrutural das cadeias poliméricas que
sofrem relaxacdes e se aproximam. Consequentemente, tem-se reticulagéo idnica adicional entre os
fons Ca?* e os grupos -COO" disponiveis nos sistemas, reticulagdo idnica adicional entre os
polieletrolitos alginato e quitosana, entre a quitosana e as cadeias de nanoceluloses TEMPO-oxidadas,
além das interacGes secundarias, do tipo ligacdo de hidrogénio, favorecidas entre as cadeias dos
polimeros alginato, quitosana e nanoceluloses. Os resultados obtidos a partir das analises de DMTA
corroboram com aqueles encontrados para as analises de TMA.

A Figura 5.47 apresenta a variacdo nos mddulos de armazenamento dos géis semi-IPNs alginato/

quitosana e nanocelulose 50% (m/m), durante um segundo ciclo de aquecimento.
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Figura 5.47: Modulo de armazenamento (E’2) dos geéis Alg_Qui_CNC50, Alg Qui_CNCT50,
Alg_Qui_NFC50 e Alg_Qui_NFCT50 em um segundo ciclo de aguecimento.

127



Assim como observado para os géis de alginato e nanoceluloses (se¢do 5.2 do presente estudo), aqui
também pode-se observar melhorias significativas nas propriedades mecéanicas dos géis a partir da
adicdo das nanoceluloses, em um segundo ciclo de aquecimento, com excecdo das NFC. Um
comportamento diferenciado para as NFC (quando comparadas as demais nanoceluloses adicionadas
aos sistemas) pode ser justificado pela menor dispersdo das mesmas na matriz de alginato e quitosana:
as interacfes cadeia-cadeia sdo favorecidas em funcdo da propria morfologia das fibras e da
quantidade de NFC utilizada (50% m/m) na preparacdo dos géis. Segundo Nordli et al. (2016) e Lin
et al. (2012), as nanofibras, mais longas e flexiveis, exercem uma maior influéncia na porosidade e

nas propriedades bioldgicas dos materiais.

Entretanto, os géis preparados com NFCT (50% m/m) apresentaram valores de E’ semelhantes
aqueles contendo CNC/ CNCT. Acredita-se que os grupos carboxilicos introduzidos ao sistema, a
partir da adicdo das NFCT, facilitaram a dispersdo das mesmas e contribuiram para uma reticulacéo
ionica adicional, termicamente induzida, seja com ions Ca?* (CHINGA-CARRASCO, 2018; BASU
etal., 2017) e/ ou com os grupos -NHs" da quitosana protonada. Justifica-se, portanto, a participacao
mais efetiva das nanofibras TEMPO-oxidadas na microestutura dos géis de alginato e quitosana, o
que favoreceu a interacdo entre as cadeias polimeéricas, com consequente melhoria nas propriedades

fisico-quimicas e mecanicas dos mesmaos.

A partir dos resultados obtidos através das anélises de DMTA e demais andlises realizadas ao longo
deste estudo, selecionou-se amostras dos géis Alg_Qui_NFCT50 e Alg Qui_CNCT50 para 0s
ensaios de citotoxicidade e crescimento celular. Visando materiais mais homogéneos e com
propriedades mecanicas melhoradas, as amostras foram previamente aquecidas em estufa, a 80°C,
por 4h. Os géis Alg_Qui_NFCT50 e Alg_Qui_CNCT50, principalmente em funcdo dos grupos
carboxilicos presentes na superficie das nanoceluloses TEMPO-oxidadas, apresentaram propriedades
mecanicas e estabilidade dimensional promissoras para possiveis aplicacbes em engenharia de
tecidos. Além disso, Klemm et al. (2011), Lin e Dufresne (2014) e Chinga-Carrasco (2018) destacam
em seus trabalhos a importancia de se combinar as nanoceluloses a outros polimeros na preparacao

de materiais para a medicina regenerativa e cicatrizacdo de feridas.
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e Ensaios de Citotoxicidade e crescimento celular

Para aplicagdes biomédicas em engenharia de tecidos ou para tratamentos de lesbes da pele, por
exemplo, faz-se necessario o desenvolvimento de materiais que combinem propriedades mecénicas e
bioldgicas semelhantes ao tecido vivo. Materiais que sejam capazes de auxiliar a cicatrizacéo,

prevenir infecgbes, manter um ambiente adequado a formacao do novo tecido, dentre outros.

Os ensaios de citotoxicidade e crescimento celular foram realizados a fim de avaliar o potencial dos
géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses como materiais biocompativeis e demostrar a
interagdo célula-material, visando aplica¢Ges em engenharia de tecidos. Em fung&o das caracteristicas
fisico-quimicas, mecanicas e morfologicas, avaliadas ao longo deste trabalho, as amostras dos géis
contendo 50% (m/m) de nanoceluloses TEMPO-oxidadas (Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50)
foram selecionadas. Para efeitos comparativos, 0s mesmos ensaios foram realizados com o gel semi-

IPN alginato/ quitosana sem nanceluloses (Alg_Qui).

De maneira semelhante aos ensaios realizados com os géis de alginato e nanoceluloses (se¢éo 5.2 do
presente estudo) aqui também avaliou-se a citotoxicidade das amostras pelo teste MTT, tanto pelo
método do contato direto das células de fibroblastos L929 com os géis, quanto pelo método do contato
indireto (ou método do eluato). A Figura 5.48 apresenta a viabilidade das células apos 24, 48, 72 e
96 horas de contato direto com os géis semi-IPNs Alg_Qui, Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50.
Ressalta-se, novamente, que para a avaliacdo dos testes de biocompatibilidade, incluindo
citotoxicidade in vitro, adotou-se 0s seguintes critérios, segundo 1SO10993-5 (2009), medidos com

base na viabilidade celular do controle:

e Amostra ndo citotdxica: viabilidade celular > 90%;
e Amostra levemente citotéxica: viabilidade celular entre 60 e 90%;
e Amostra moderadamente citotdxica: viabilidade celular de 30 a 59%;

e Amostra severamente citotoxica: viabilidade celular < 30%.
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Figura 5.48: Ensaio MTT de fibroblastos L929 semeados no gel semi-IPN alginato/ quitosana
(Alg_Qui) e nos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (50% m/m) (Alg_Qui_CNCT50
e Alg_Qui_NFCT50). Ensaio do contato direto - citotoxicidade e proliferacdo celular avaliadas ap6s
24, 48, 72 e 96 horas. Os dados representam a meédia + desvio padréo de seis repeticdes para cada

material (n = 6).

A partir dos resultados obtidos pelos ensaios de citotoxicidade, realizados pelo contato direto das
celulas de fibroblastos L929 com os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e alginato/quitosana e
nanoceluloses (Figura 5.47), pode-se observar para as amostras dos géis Alg Qui e
Alg_Qui_NFCT50 um efeito ligeiramente citotdxico, com viabildade celular entre 60 e 90%; para 0
gel Alg_Qui_CNCT50 um efeito ndo citotoxico foi encontrado, com viabilidade celular > 90%,

sugerindo uma melhor citocompatibilidade com as células de fibroblastos L929.

Ressalta-se também uma menor viabilidade celular para os géis Alg_Qui e Alg_Qui_NFCT50 nas
primeiras 24 horas em contato direto com as células de fibroblastos L929 e, ap6s 48 horas, para o gel
Alg_Qui_CNCT50. Tal comportamento pode estar associado ao inchamento dos géis com o meio de
cultura que induz uma diminuicdo de nutrientes disponiveis para o crescimento celular e,

consequentemente, perdas na viabilidade das células (NWE et al., 2010).
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No entanto, nas analises realizadas em intervalos de tempos posteriores aos mencionados (24/ 48h),
pode-se observar novamente a proliferacdo das células que reestabelecem contato com o gel
(hidratado) e com o meio de cultura. Tudo isso, associado a natureza dos polimeros alginato e
quitosana que oferecem, dentre varias vantagens, propriedades antimicrobianas (DAN et al., 2016),

favoreceram o crescimento e a proliferacdo celular.

Pode-se observar também que o crescimento das células permaneceu estavel, dentro do tempo de
cultura analisado, para todas as amostras dos géis. A populagdo de células na superficie do material
é maior nos geéis contendo 50% (m/m) de nanoceluloses Alg_Qui_CNCT50 e Alg Qui_NFCT50,
especialmente para o gel contendo CNCT (50% m/m), quando comparados ao gel semi_IPN alginato/
quitosana puro (Alg_Qui). A adicdo de CNCT ou NFCT (50% m/m) aos géis semi-IPNs alginato/
quitosana contribuiu para a fixagéo, espalhamento e crescimento das células de fibroblastos nos novos
materiais. Assim, a partir da exposicao direta dos biomateriais as células cultivadas, pode-se simular

condicdes in vivo de interacdes diretas das células hospedeiras com 0s novos biomateriais.

Para aplicacdes biomédicas, o scaffold também deve se degradar em componentes ndo-toxicos que
possam ser eliminados ou reabsorvidos pelo organismo (KHAN e AHMAD, 2013). Realizou-se,
portanto, o ensaio do contato indireto (teste de eluicdo) dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e
nanoceluloses (50% m/m) com células de fibroblastos L929, a fim de se avaliar os efeitos de possiveis
contaminantes toxicos que podem ser facilmente extraidos dos biomateriais. Os resultados estéo
apresentados na Figura 5.49.
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Figura 5.49: Ensaio MTT de fibroblastos L929 semeados no gel semi-IPN alginato/ quitosana
(Alg_Qui) e nos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (50% m/m) (Alg_Qui_CNCT50
e Alg_Qui_NFCT50). Ensaio do contato indireto (eluato por 48h) citotoxicidade e proliferacéo
celular avaliadas ap0s 24, 48, 72 e 96 horas. Os dados representam a média + desvio padrao de seis

repeticOes para cada material (n = 6).

A partir dos resultados de viabilidade celular pelo método indireto (viabilidade entre 75 e 98%) pode-
se constatar um efeito ndo citotoxico e um excelente perfil de citocompatibilidade para todos os géis

semi IPNs alginato/ quitosana e alginato/ quitosana e nanoceluloses (50% m/m) analisados.

A caracterizacdo morfoldgica e microestrutural dos fibroblastos L929, semeados nos géis Alg_Qui,
Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50, ap0s 2, 4 e 7 dias de cultura, foi realizada através da analise
de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras. Avaliou-se também as possiveis
interacOes célula-material e as imagens estdo apresentadas nas Figuras 5.50 (para o gel Alg_Qui),
5.51 (para o gel Alg_Qui_CNCT50) e 5.52 (para o gel Alg_Qui_NFCT50).
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Figura 5.50. Micrografias MEV de células de fibroblastos L929 semeadas no gel semi-IPN alginato/
quitosana (Alg_Qui) ap6s 2 dias de incubacdo (a-b), 4 dias de incubacéo (c-d) e 7 dias de incubacéo

(e-1).
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Figura 5.51. Micrografias MEV de células de fibroblastos L929 semeadas no gel semi-IPN alginato/
quitosana e CNCT (50% m/m) — Alg_Qui_CNCT50 apés 2 dias de incubacdo (a-b), 4 dias de

incubacéo (c-d) e 7 dias de incubacéo (e-f).
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Figura 5.52. Micrografias MEV de células de fibroblastos L929 semeadas no gel semi-IPN alginato/
quitosana e NFCT (50% m/m) —Alg_Qui_NFCT50 apds 2 dias de incubacdo (a-b), 4 dias de

incubacéo (c-d) e 7 dias de incubacéo (e-f).
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Os resultados revelaram a presenca dos fibroblastos L929 imobilizados principalmente dentro da
estrutura do gel Alg_Qui, de superficie irregular, &spera e porosa. A morfologia das células é mantida
esférica e em formato estendido e sdo frequentemente encontradas em monocamadas de cultura
(Figura 5.50). O formato estendido pode ser um indicativo de que as células estavam crescendo e

tendo uma consideravel capacidade de proliferacao.

Para o gel Alg_Qui_CNCT50, pode-se observar que as células penetraram nos poros internos do
material e se apresentaram como um aglomerado (Figura 5.51). A fixacao e espalhamento das células
neste material foram atribuidos a presenca dos CNCT (com caracteristicas hidrofilicas e grupos -
CO0O), que contribuiram para a bioadeséo e proliferacdo celular (DOMINGUES et al., 2014; DAN
etal., 2016).

Analisando-se a Figura 5.52, pode-se observar, claramente, a bioadeséo dos fibroblastos L929 no gel
Alg_Qui_NFCT50, em todos os dias avaliados. Tal fato foi atribuido, principlamente, a estrutura das
nanofibras, que aumentaram a area superficial dos poros e serviram de “suportes” para a adesao
celular. Além disso, os grupos funcionais da superficie do gel (-NHz* e -COQO") favorecem a adsorcao
de proteinas e, consequentemente, a adesdo e proliferacdo celular (RASHAD et al., 2017). Constatou-
se também a formacdo de prolongamentos finos e longos nos fibroblastos, os filopddios, que
emergiram das células e facilitaram a migracdo atraves das superficies porosas do material,
demonstrando a compatibilidade das células com o biomaterial (LIU et al., 2015). Assim como
observado para o gel Alg_ NFCT50 (apresentado na secdo 5.2 do presente estudo), aqui também
destaca-se a importancia das NFCT nos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses: a
citocompatibilidade das NFCT e o efeito reforcador das mesmas (que em sua estrutura de rede
mimetizam a MEC natural) contribuiram para os excelentes resultados de interacdo célula-material
observados para 0 gel Alg_Qui_NFCT50. Somando-se a isso, as cadeias externas de alginato/
quitosana, com caracteristicas hidrofilicas, também podem ter facilitado a ligacdo celular
(DOMINGUES et al., 2014; ARAUJO et al., 2016).

Portanto, a partir dos resultados obtidos para crescimento celular in vitro e citocompatibilidade dos
géis Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50, pode-se destacar o potencial dos mesmos para

possiveis aplicacBes biomeédicas. Tais materiais tornam-se ainda mais atraentes por promoverem a
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bioadesdo e proliferacdo celular, serem de matérias-primas de fontes renovaveis e de baixo custo de
obtencdo. Os géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses apresentam-se como uma alternativa
melhorada de materiais potenciais para aplicacdes em engenharia de tecidos, com propriedades
microestruturais, mecanicas e bioldgicas capazes de auxiliar o crescimento celular e contribuir para

0 reparo e regeneracao de tecidos.
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CAPITULO6

6. CONCLUSOES

Neste trabalho, diferentes géis de alginato e nanoceluloses e géis semi-IPNs de alginato/ quitosana e
nanoceluloses foram preparados visando aplicacdo como novos materiais alternativos para medicina
regenerativa/ cicatrizacdo de feridas. Avaliou-se o tipo de nanocelulose adicionada aos sistemas
(CNC, CNCT, NFC e NFCT) bem como a concentracdo das mesmas (10, 36 ou 50% m/m) nas
propriedades finais dos géis. Os resultados obtidos sugerem 36-50% (m/m) como uma faixa de

concentracdo Otima para as nanoceluloses adicionadas aos geéis.

A adicdo de CNC, CNCT, NFC ou NFCT aos géis de alginato resultou em estruturas com poros
maiores ¢ interconectados (variando de 40 a 150um) quando comparadas ao gel de alginato puro. A
amostra contendo NFCT (50% m/m) (Alg_NFCT50) exibiu uma distribuicdo mais uniforme da
espessura das paredes o que também contribuiu para uma maior estabilidade do gel em condicdes
fisioldgicas. As analises termodinamico-mecanicas mostraram que os géis de alginato e CNC/ CNCT
ndo apresentaram variagdes significativas no médulo de armazenamento (E') apds um segundo ciclo
de aquecimento. Andlises das propriedades mecéanicas dos geéis indicaram também uma reducgdo no
modulo de armazenamento destes materiais com o aumento da propor¢cdo em massa de CNC ou
CNCT nos mesmos (de 36 para 50% m/m). Este comportamento foi correlacionado a formacéo de
fases nos géis com maior concentracdo de CNC/ CNCT, uma vez que as interacdes laterais entre 0s
nanocristais sao favorecidas, dificultando a dispersao das nanoceluloses na estrutura do material. Por
outro lado, foi observado um comportamento diferente (a partir das analises de DMTA) para 0s géis
de alginato contendo NFC/ NFCT: houve um aumento no mddulo de armazenamento das amostras
apdés um segundo ciclo de aquecimento, sendo este aumento ainda mais significativo para os géis
contendo 50% (m/m) de NFCT (E’1 = 0,40MPa e E’;= 3,54MPa, a 37°C) quando comparado as
amostras contendo 36% (m/m) de NFCT. Tal comportamento foi associado a presenca dos grupos
carboxilicos nas nanofibras que permitiram uma melhor interacdo entre as cadeias de alginato (e as

NFCT) através de reticulagéo idnica, termicamente induzida, com os ions Ca?*. Por fim, os estudos
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de citocompatibilidade e crescimento celular, utilizando células de fibroblastos L929, demostraram
que os géis Alg_CNCT50 e Alg_NFCT50 apresentaram um potencial para serem utilizados como
biomateriais. Porém, os géis Alg_CNCT50, de menor estabilidade fisica, desintegraram no meio de
cultura apés o primeiro contato. Uma possivel aplicagdo seria utilizd-los como curativos,
principlamente em funcdo das propriedades do alginato de reticulacdo in situ, a presenca de ions
calcio nos exsudatos e a presenca dos grupos —COO" na superficie dos CNCT que podem influenciar
na absorcdo de proteinas e, consequentemente, na proliferacdo celular. Os géis contendo NFCT
(Alg_NFCT50) apresentaram as melhores condi¢des de compatibilidade para adeséo e crescimento
de células de fibroblastos em sua superficie. As NFCT, além de auxiliarem na estabilidade
dimensional das amostras do gel Alg_NFCT50, proporcionaram uma estrutura rugosa para as paredes
dos poros, semelhante & matriz extracelular natural, contribuido para a bioadesdo e proliferacéo das

células no material.

Os géis semi-1PNs alginato/ quitosana e nanoceluloses apresentaram paredes mais densas e rugosas,
contribuindo para uma maior resisténcia mecéanica, estabilidade dimensional em diferentes condi¢des
de pH e temperatura e uma melhor bioadesdo se comparados aos géis de alginato e nanoceluloses,
também preparados neste trabalho. A adicdo de CNC, CNCT, NFC e NFCT aos géis semi-IPNs
alginato/ quitosana favoreceu a formagdo de poros mais homogéneos (entre 60 e 80um) e
interconectados, de grande importancia na absorcdo de liquidos e demais propriedades fisico-
quimicas e mecanicas dos géis. As analises de TMA e DMTA dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana
e nanoceluloses confirmaram que as interacdes idnicas do sistema (entre os polimeros alginato e
quitosana, entre a quitosana e as nanoceluloses TEMPO-oxidadas, entre os grupos —COO" e 0s ions
Ca?") e demais interacdes secundarias intermoleculares sdo favorecidas com o aumento da
temperatura. Sugere-se, portanto, uma reticulagédo adicional, termicamente induzida, assim como nos
géis de alginato e nanoceluloses. Porém, o tipo de nanocelulose exerceu uma menor influéncia nas
propriedades mecanicas dos géis semi-IPNs alginato/ quitosana e nanoceluloses (quando comparados
aos géis de alginato e nanoceluloses). Valores de mddulos de armazenamento proximos a 8MPa, a
37°C, foram encontrados para os géis Alg_Qui_CNCT50 e Alg_Qui_NFCT50 apds um segundo ciclo
de aquecimento. Os resultados de citocompatibilidade e crescimento celular revelaram um potencial

destes géis para possiveis aplicagdes biomédicas. As amostras foram compativeis com as células de
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fibroblastos L929 e pode-se observar, principalmente no gel Alg_Qui_NFCT50, a formacao de
filamentos que unem as células a superficie dos materiais, confirmando a bioadesdo e proliferacéo

das células em todos os dias de cultura avaliados.

Portanto, os geis de alginato e nanocelulose e géis semi-IPNs de alginato/ quitosana e nanoceluloses,
preparados neste trabalho, sdo candidatos potenciais para aplicacdes em engenharia de tecidos e
cicatrizacdo de feridas. Suas propriedades microestruturais, mecanicas e bioldgicas sdo favoraveis ao

crescimento celular e podem contribuir para o reparo e regeneragao de tecidos.
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CAPITULO 7

7. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos no presente estudo e nas diversas vantagens apresentadas para a
utilizacéo de géis de alginato e nanofibras de celulose e dos géis semi-IPNs de alginto, quitosana e

nanoceluloses como biomateriais, sugere-se como perspectivas para trabalhos futuros:

e Avaliar a carga livre dos polimeros e o grau de reticulacdo dos géis semi-IPNs alginato/
quitosana e nanoceluloses.

e Utilizar genipina como agente reticulante das cadeias de quitosana, de maneira a formar
verdadeiras redes interpenetrantes (géis IPNs).

e Realizar estudos de liberacdo controlada de farmacos e proteinas;

e Realizar ensaios de integridade da membrana celular, atividade metabdlica e teor de
endotoxinas nos materiais preparados, bem como estudos in vivo dos mesmos, para uma

avaliacdo mais detalhada sobre a biocompatibilidade dos mesmos.
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APENDICE

AFigura X.1 (a-b) apresenta curvas de DSC da quitosana PHYTOMARE (pura), utilizada no presente
estudo, sob atmosfera de hélio, a 10°C/ min.
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Figura X.1: Variacdo do fluxo de calor em funcéo da temperatura para a quitosana — (a) curva de DSC

na faixa de temperatura entre 45 e 200°C; (b) apliacdo do DSC na faixa de temperatura entre 45 e
80°C.

A Figura X.2 apresenta a analise termogravimétrica do gel de alginato e NFCT (50% m/m) sem
tratamento térmico e apds tratamento em estufa, a 80°C, por 1 hora e por 4h.
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Figura X.2: Curvas de TGA do gel de alginato e NFCT (50% m/m) sem tratamento térmico e ap0s

tratamento em estufa, a 80°C, por 1 hora e por 4h.

A partir da anélise da Figura X.2, pode-se observar trés principais eventos de perda de massa para
todas as amostras: o primeiro evento (de 20 a 200°C) corresponde a perda de agua e a primeira
decomposicdo dos oligossacarideos (ABREU, 2008; LI et al., 2009). Como esperado, para as
amostras tratadas termicamente, em funcdo da eliminacdo de agua durante o tratamento térmico,

pode-se observar uma menor perda de massa durante este primeiro evento.

O segundo evento (entre 200 e 425°C) corresponde a degradacdo complexa dos glicosideos presentes
na estrutura do alginato e das nanoceluloses: despolimerizagdo, desidratacdo e decomposicao das

unidades glicosidicas.

O terceiro evento ocorre devido a degradacdo de residuos carb6nicos para formacao de produtos
gasosos de baixa massa molar. No presente estudo, pode-se associar 0s residuos do processo de
degradacio térmica (apds 650°C) aos ions Ca?* utilizados como agentes de reticulagio para 0s grupos
-COO" das cadeias de alginato e nanoceluloses TEMPO-oxidadas e também as interacfes
eletrostaticas entre as cadeias de alginato, nanoceluloses e jons Ca?*. O maior teor de cinzas

observado para as amostras Alg_NFCT50 e Alg_NFCT50_4h, quando comparadas a amostra
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Alg_NFCT50_1h, pode ser justificado pela heterogeneidade das amostras (resultando em diferentes

quantidades de célcio ao longo das amostras em estudo).
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