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RESUMO

Dispositivos biomédicos podem promover processos indesejaveis de adesao
e formacao de trombos, quando em contato com células ou proteinas. A fim de
minimizar esta problematica, muitos estudos estdo em desenvolvimento visando a
producao de filmes finos nanoestruturados capazes de revestir tais dispositivos
implantaveis, sendo o filme entdo uma interface antiaderente entre o dispositivo e a
célula. Este trabalho consiste em enxertar o polietilenoglicol (PEG) em nanocelulose
bacteriana (NCB) por meio da reacdo de peguilagdo e produzir filmes com
propriedades hidrofilicas. Foram produzidas 6 amostras com PEG de massa molar
200 g.mol-', 300 g.mol' e 400 g.mol-!, com proporgdes de substiuigio tedricas de
1:1 e 1:2. O produto da reagdo NCBm-PEG, foi confirmado por espectroscopia de
Resssonéncia Magnética Nuclear de estado sélido (RMN). Foram realizadas
analises termogravimétricas e de difracdo de raios-X (DRX), que demonstraram que
houve diferenca significativa na cristalinidade dos derivados NCBm-PEG em relagao
a NCBm, sugerindo assim degradagcédo de regibes amorfas dos derivados
peguilados. Na sequencia foram produzidos filmes por “sping-coating”, para esses foi
medido o angulo de contato, bem como a energia livre de superficie. E pelos
resultados, pode-se observar um aumento do componente polar, bem como redugao
do componente dispersivo, da energia livre de superficie, indicando que os filmes de
NCBm-PEG apresentam-se mais hidrofilicos que o material inicial (NCB). Foi feita a
deposigao de fibronectina de plasma bovino sobre os filmes, e a topografia desses
foi avaliada por microscopia de forga atdmica (AFM), cuja morfologia mostrou uma
baixa adsorcao da proteina em filmes de NCBm-PEG, em relagdo a NCB. Assim, os
derivados de NCBm-PEG apresentam propriedades mais hidrofilicas e podem ser
potenciais candidatos em sistemas implantaveis, impedindo o processo de adesao

celular.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, peguilagao, filmes.



ABSTRACT

Biomedical devices may promote undesirable processes of adhesion and
thrombus formation when in contact with cells or proteins. To minimize this problem,
many studies are aimed at developing the production of nanostructured thin films
capable of coating implantable devices, forming a nonstick interface between the
device and the cell. In this work it was grafted polyethylene glycol (PEG) in bacterial
nanocelulose (BNCm) through pegylation reaction and production of films with
hydrophilic properties. It was generated 6 samples with PEG, with different molar
ratio of 200 g.moL"", 300 g.moL-! and 400 g.moL-"', with theoretical ratios of 1:1 and
1:2. The reaction product BNCm-PEG was confirmed by proton Nuclear Magnetic
Resssonance (NMR) and solid state NMR. Thermogravimetric and X- ray diffraction
(XRD) analyzes were performed, and demonstrated a significant difference in
crystallinity of BNCm-PEG derivatives with respect to BNC, suggesting degradation
of amorphous regions of BNCm-PEG grafted samples. After, the films were produced
using sping-coating, and further was measured the contact angle and the surface
free energy. As the results produced, can be observe an increase in the polar
component, as well as reducing the dispersive component, of the surface free
energy, indicating that the films of BNCm-PEG are more hydrophilic than the starting
material (BNC). Deposition of bovine plasma fibronectin on the films, and the
topographycal analysis using atomic force microscopy (AFM), showed a low
adsorption of protein onto films of BNCm-PEG, compared to BNC. Thus, the BNCm-
PEG derivatives exhibit a more hydrophilic properties and may be a potential

candidates to coating implantable devices, preventing the process of cell adhesion.

Keywords: Bacterial Cellulose, pegylation, thin films.
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1 INTRODUGAO

A celulose bacteriana pertence a uma classe muito promissora de
biopolimeros por apresentar uma membrana com estrutura nano-fibrilar distinta
(CZAJA et al., 2006). A membrana celulésica de origem bacteriana apresenta
diversas aplicagdes clinicas, com resultados efetivos na reducdo do tempo de
cicatrizagao tecidual e de contaminagdo por micro-organismos, gerando um menor
custo no tratamento de feridas (SLEZAK et al., 2004 ).

Entre as propriedades que tornam a celulose um candidato promissor como
biomaterial, tem-se a bicompatibilidade, permitindo que a mesma seja aplicada em
medicina humana e veterinaria. Adicionalmente, além da sua elevada resisténcia
mecéanica no estado umido, a permeabilidade aos liquidos e gases, e a baixa
irritacao, por exemplo, sdo propriedades que viabilizaram seu uso clinico (KLEMM et
al., 2001; CHARPENTIER et al., 2006).

Uma outra possivel aplicagdo, da celulose bacteriana, € em dispositivos
implantaveis. Cita-se, como exemplo, 0 uso como vaso sanguineo sintético, com
propriedades similares a de outros produtos comerciais como Dacron® e
politetrafluoroetileno, demonstrando assim a sua aplicabilidade (CZAJA et al., 2006).
Adicionalmente, microtubos de celulose que simulavam vasos sanguineos foram
testados em ratos, e em 4 semanas, apresentavam crescimento de novos tecidos no
local, com auséncia de resposta inflamatéria (KLEMM et al., 2001). Sdo muitos os
estudos que confirmam o potencial de crescimento de diferentes tipos de células em
celulose bacteriana (KLEMM et al., 2001; GRANDE et al., 2009; FINK et al., 2010;
TORRES et al., 2012; DE SOUZA et al., 2013; PICHETH et al., 2014). Tais estudos
indicam que a celulose bacteriana possui interacbes com os diferentes modelos de
células, e, desta forma, considera-se que a celulose possui a propriedade de permitir
adesao celular sobre a sua superficie.

Entretanto, em alguns dos dispositivos supracitados, oriundos das inovagdes
tecnoldgicas cirurgicas, ha necessidade de se obter materiais que ampliem o
conceito de biocompatibilidade, em uma abordagem muito maior que a baixa
toxicidade. Uma vez que o biomaterial estara em contato com uma complexidade
tecidual (células e sangue), que constituem a regido de insergédo do implante, as

interacbes entre o biomaterial e as células podem ser favoraveis ou nao,
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dependendo da aplicabilidade e dos resultados esperados apds o procedimento
cirargico. Assim, um primeiro fator que deve ser considerado no desenvolvimento de
qualquer material ou dispositivo para aplicacdo biomédica, como exemplo os
implantaveis biocompativeis, € a interagcao da superficie do material com as células.

A interagdo entre biomaterial e células é importante em basicamente dois
pontos: 1) No campo da engenharia de tecidos, por exemplo, a biocompatibilidade
tem grande influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento de novos tecidos,
visto que a maioria das células, nos mamiferos, precisa interagir entre si,
promovendo aderéncia, a fim de proliferar. 2) Em aplicagcbes médicas de
dispositivos implantaveis, ndo deve ocorrer a adesao celular sobre o dispositivo,
como exemplo em implantes cardiovasculares, em que o acumulo de plaquetas no
interior da protese pode ocasionar a formagao de trombos, o que geralmente requer
a remocao do dispositivo implantado (MARCOTTE; TABRIZIAN, 2008; FRANZ et al.,
2011).

Neste contexto de dispositivos implantaveis, a celulose bacteriana ja foi
avaliada em termos de hemocompatibilidade, através do estudo de tubos para
enxertos vasculares, e verificou-se a indugédo de uma lenta cascata de coagulagéo
(FINK et al., 2010). A fim de minimizar a problematica apresentada, muitos estudos
estdo em desenvolvimento visando a producédo de filmes finos nanoestruturados
capazes de revestir tais dispositivos implantaveis, sendo o filme entdo uma interface
antiaderente entre o dispositivo e a célula. Como exemplo, para o uso da celulose
bacteriana é possivel a modificacdo quimica de suas moléculas, o que pode
melhorar os parametros de biocompatibilidade dos dispositivos implantaveis.

Com base no apresentado, um polimero que pode ser utilizado como
coadjuvante, a fim de aumentar a hidrofilicidade da celulose é o polietilenoglicol
(PEG). O PEG também possui grande aplicabilidade medicinal, ja que apresenta
propriedades bastante favoraveis para esse fim, tais como: baixa toxicidade, baixa
imunogenicidade e elevado carater hidrofilico (ZHANG et al., 2002; BHATTARAI et
al., 2005; FEE; VAN ALSTINE, 2006). Assim, a proposta deste trabalho consiste em
realizar a reacédo de enxerto de PEG em nanocelulose bacteriana (NCB), a fim de
produzir biofilmes e avaliar a superficie dos mesmos, com a perspectiva de obter

uma superficie mais hidrofilica em relacado ao filme de material ndo modificado.



17

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biofilme, a partir de celulose bacteriana, com propriedades

hidrofilicas através da modificagao por peguilagéo.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter a NCBm (nanocelulose bacteriana mercerizada)

Sintetizar NCBm enxertada com PEG;

Caracterizar a NCBm e NCBm-PEG por métodos espectroscopicos de
ressonancia magnética nuclear de carbono 13 ("*C-RMN) hidrogénio ('H-
RMN) e difragdo de raio-X (DRX);

Realizar analise termogravimétrica e calorimétrica dos produtos NCBm-
PEG;

Quantificar o rendimento da peguilagéo;

Obter os filmes de NCBm e NCBm-PEG por “spin-coating”;

Caracterizar os filmes obtidos antes e apds o enxerto com PEG, através
das técnicas: microscopia de forgca atdmica (AFM) e tensiometria;

Avaliar a adsorcdo de fibronectina sobre os filmes de NCBm e NCBm-
PEGs, através das técnicas de espectroscopia fotoeletronica de raios- X
(XPS) e AFM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacteriana (CB) pode ser sintetizada a partir da bactéria
Gluconobacter xylinus, a qual foi descrita pela primeira vez em 1886 por Brown.
Difere da celulose vegetal no que diz respeito a cristalinidade elevada,
aproximadamente 70 %, capacidade de absor¢cdo de agua e estrutura reticular
ultrafina (KLEMM et al., 2001; KLEMM et al., 2005). Além disso, a celulose extraida
de vegetais exige um tratamento quimico para a purificagdo, com o objetivo de
eliminar a lignina e a hemicelulose. Ja a celulose bacteriana € quimicamente pura e
nao necessita de tratamentos que possam vir a alterar as suas caracteristicas
estruturais. Ela pode absorver volumes de liquidos muito mais elevados, em relagao
a celulose de plantas (CZAJA et al., 2006; GEA et al., 2011).

A CB é um homopolissacarideo insoluvel em agua, formado por ligacbes -
(1—4) entre unidades de D-glucopiranose (FIGURA 1), cujas cadeias lineares sao
unidas por ligagdes de hidrogénio e por forgas de van der Waals, formando

estruturas supra-moleculares.
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FIGURA 1 - RESPRESENTACAO ESQUEMATICA DA UNIDADE DE REPETICAO DA
CELULOSE, A CELOBIOSE
FONTE: adaptado de Zugenmaier, 2001
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Na molécula de celulose, cada unidade de D-glucopiranose contém trés
grupos hidroxila livres ligadas aos carbonos 2, 3 e 6 (C2, C-3 e C-6). Possui alcodis
secundarios (C-2 e C-3) e alcool primario (C-6). Na cadeia de celulose os dois
grupos terminais diferem entre si, pois a hidroxila presente no C-1 € um grupo
resultante da formagao do anel por uma ligagdo hemiacetal intramolecular, gerado
pelo ataque nucledfilo de uma hidroxila ao grupo aldeido da cadeia aberta,
possuindo, portanto, propriedades redutoras. Na outra extremidade da unidade de
repeticdo da cadeia, o C-4, possui hidroxila alcodlica, ou seja, ndo redutora (FIGURA
2).

GH H2COH SH 7 1 HatoH ©

Extremidade nao redutora Extremidade redutora

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA MOLECULAR DA
CELULOSE. APRESENTANDO A EXTREMIDADE REDUTORA E NAO
REDUTORA
FONTE: adaptada de Klemm,1998a

A CB possui consisténcia de uma pelicula gelatinosa e um aspecto
translucido, que se forma na superficie de culturas de bactérias Gluconobacter. Uma
micrografia eletrénica de transmissao dessa pelicula (FIGURA 3), revela-a formada
por uma rede aleatdria de microfibrilas de menos de 100 nm de didametro. Sua
estrutura consiste em longas cadeias de celulose alinhadas paralelamente,
entrepostas de regides amorfas onde as cadeias n&o apresentam orientagao
definida (KOIZUMI et al., 2008).
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FIGURA 3 - MICROGRAFIA DA CELULOSE BACTERIANA OBTIDA POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO IDENTIFICANDO AS MICROFIBRILAS
FONTE: IGUCHI et al. (2000)

Devido a abundante quantidade de hidroxilas disponiveis, a celulose possui
fortes ligagbes intermoleculares e intramoleculares, fazendo com que a cadeia adote
uma conformacédo linear rigida. Essas interagdes possibilitam que as cadeias se
organizem formando blocos cristalinos, denominados fibrilas elementares.

As fibrilas de CB se combinam em cristalitos cuja sec¢ao transversal pode
chegar a 12 nm. A sintese das microfibrilas envolve um complexo proteico
denominado complexo terminal (TC), localizado na superficie externa da membrana
celular da bactéria. Fileiras de até 60 TCs sintetizam cadeias de celulose que se
agrupam em microfibrilas, que por sua vez formam feixes em forma de fita (FIGURA
4) com 80 x 4 nm e varios micrométros de comprimento (KOIZUMI et al., 2008).

O crescimento dessas estruturas ocorre alternadamente em regides
cristalinas e regides amorfas. A regido amorfa dos feixes de microfibrilas ocupa
quase 90 % de seu volume, entretanto contribui minimamente para a massa total de
celulose, uma vez que absorve até 99 % da sua massa em agua (KOIZUMI et al.,
2008). Nessas regides, as moléculas encontram-se distribuidas ao acaso,
proporcionando a celulose um carater hidrofilico em sua superficie. Entretanto, no
seu interior a celulose é hidrofébica, fator que inviabiliza sua solubilidade em agua
(KLEMM et al., 2005)
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FIGURA 4 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA CELULOSE BACTERIANA,
DE SUA SINTESE E FORMACAO DAS FIBRILAS ELEMENTARES E MICROFIBRILAS
FONTE: adaptado de Iguchi et . al., 2000

Considerando G. xylinus, o mecanismo de cristalizacdo das microfibrilas
pode dar origem a duas formas de celulose: a celulose tipo I, constituida por
microfibrilas que se orientam de forma paralela e a celulose tipo Il, composta por
microfibrilas que se orientam de forma antiparalela (KLEMM et al., 2005; CZAJA et
al., 2006). Entretanto, existem ainda mais dois tipos conformacionais de celulose. Ao
tratar a celulose | com amoénia obtém-se a celulose do tipo Ill, que por sua vez pode
originar a celulose IV, apds tratamento com glicerol, em altas temperaturas
(ZUGENMAIER, 2001).

Devido as fortes ligagdes de hidrogénio presentes na estrutura da CB, ha uma
dificuldade de acesso dos reagentes, durante processos de modificacdo quimica da
celulose, visto que as reagbes avangam da superficie para o interior das fibras(ROY
et al., 2009).Assim, geralmente faz-se necessario um tratamento prévio da celulose
com NaOH, para facilitar a acessibilidade a CB. Esse processo € denominado
mercerizagao, e ja foi objeto de estudo de muitos autores, como Stepanova (1982);
Isogai (1997) e Porro, et al. (2007). A mercerizagao ocorre geralmente em solugéo
aquosa de NaOH, variando a concentragao de 5 a 30 %, e a baixas temperaturas,

para evitar degradacao do polimero.
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Kolpak, Weih e Blackwell (1998) demonstraram que a interagao da celulose
com o hidréxido de sédio aquoso esta associada com a sua concentragao,
permitindo assim que a base penetre na estrutura cristalina de celulose, formando
alcéxidos nas hidroxilas livres da CB, as quais incorporam os ions sédio. Esse
procedimento confere a celulose, apds sua regeneragao, uma conformacao do tipo Il
(FIGURA 5), formando um empacotamento antiparalelo, o qual permite que as
ligagbes de hidrogénio se formem em maior extensdo, resultando em arranjos
tridimensionais, de menor energia e, portanto, mais estaveis (KOLPAK et al., 1978;
KROON-BATENBURG; KROON, 1997).

Tratamento [/
com NaOH )i(3):(C)a(: Lavagem
—r o o e —
Celulose | Celulose sodica Celulose I

FIGURA 5 - MODELO ESQUEMATICO PROPOSTO PARA O REARRANJO MOLECULAR DAS
CADEIA DE CELULOSE TIPO | PARA CELULOSE TIPO Il OU MERCERIZADA,
UTILIZANDO HIDROXIDO DE SODIO
FONTE: adaptada de Shibazaki et al., 1997

Assim, o acesso as hidroxilas da celulose para a realizacdo de uma
modificagdo quimica ndo € uma tarefa trivial, devido a complexidade do biopolimero,
uma vez que a reagao ocorre inicialmente nas regides amorfas e progride para
por¢des cristalinas. Como o processo de mercerizagao altera a conformagao da
celulose, bem como sua cristalinidade, também pode conferir uma maior

acessibilidade as fibras, devido ao rompimento das liga¢cdes de hidrogénio.
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2.2 USOS DA CELULOSE EM APLICAGOES BIOMEDICAS

A CB possui propriedades que favorecem seu uso em aplicagbes biomédicas,
como capacidade de retengcdo de agua, maior cristalinidade e maior resisténcia a
tracdo, principalmente quando comparada com outros polimeros biodegradaveis
naturais. Estas propriedades sao fatores importantes na maioria dos casos,
principalmente quando o polimero € utilizado como suporte na engenharia de tecidos
(GRANDE et al., 2009; ROY et al., 2009)

Devido as propriedades ja mencionadas, um numero consideravel de estudos
com a celulose vem sendo realizados, direcionados para aplicacbes biomédicas.
Como por exemplo, a utilizagcdo de CB comercialmente como curativos bioativos, em
especial em queimaduras de segundo e terceiro grau, uma vez que as membranas
atuam como acelerador no processo de re-epitelizacdo (FONTANA et al., 1990;
CZAJA et al., 2006). Ainda pode ser aplicada como substituta em microvasos
sanguineos e em enxertos com estrutura tridimensional para ossos e cartilagens
(KLEMM et al., 2001).

A CB e seus derivados ja foram usados como modelo para deposigdo de
hidroxiapatita, funcionando como um “andaime”, um elemento estrutural, para
engenharia de tecidos 6sseos (HONG et al., 2006; WAN et al., 2007; GRANDE et al.,
2009; ZIMMERMANN et al., 2011).

Vasos sanguineos a base de CB foram testados em ratos, e foi observada a
formacgao de vasos condutores artificiais estaveis e biocompativeis. Além disso, a
analise morfolodgica realizada mostrou que, na regido de contato entre os vasos
sanguineos derivados de CB e o tecido, houve incorporagéo do biomaterial (KLEMM
et al., 2001; SCHUMANN et al., 2009).

Usualmente, as superficies de contato do biomaterial com o sangue podem
ativar a coagulacdo e promover a formagdo de trombos, devido a interacdo da
superficie com as proteinas presentes no sangue e as plaquetas. Para tanto, foram
realizados teste de hemo-compatibilidade com enxertos vasculares baseados em CB
e comparados com enxertos comerciais de poli (tereftalato de etileno) (PET) e poli
(tetrafluoretileno) expandido (ePTEE). Foi observado que os enxertos baseados em
CB induziram a uma lenta cascata de coagulacdo sanguinea, o que pode ser um

problema no uso da CB em dispositivos médicos cardiovasculares, (FINK et al.,
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2010). Por outro lado apesar das inumeras vantagens apresentadas pela celulose, a
adesao celular de elementos sanguineos pode ser um problema para seu uso em
dispositivos implantaveis. Assim, a hidrofilizagdo da celulose pode ser uma
estratégia capaz de melhorar ainda mais as excepcionais propriedades deste

polimero.

2.3 MODIFICAGAO QUIMICA DE CELULOSE

A celulose € em si um produto polimérico unico e possui varios atributos tais
como a capacidade de absorver umidade, elevada resisténcia e durabilidade, uma
elevada estabilidade térmica, boa biocompatibilidade, baixa densidade e um custo
relativamente baixo. Entretanto, a celulose tem algumas desvantagens que incluem,
a baixa solubilidade em solventes comuns e a adesio celular. Para ultrapassar
estes inconvenientes, faz-se necessario promover modificagdes fisicas e ou
quimicas da estrutura da celulose (ROY et al., 2009).

A solubilidade da celulose é um fator importante na producao de filmes finos,
pois exige a dissolugdo do polimero em um determinado solvente. Geralmente,
solubiliza-se a celulose em alguns solventes como: N-O6xido de N-metilmorfolina
(NMNO) (FREUDENBERG et al., 2005; NOTLEY; WAGBERG, 2005) ou solugdo
aquosa NaOH/ tiouréia (YAN et al., 2008).

Liquidos ibnicos também sao solventes promissores para a dissolucdo de
celulose. Foram preparadas uma série de polietilenoglicois (PEG)-funcionalizados
com acetatos de alquilaménia ou cation piperidinio, e foi verificado que os liquidos
ibnicos alquilamonio-PEG foram capazes de dissolver 8-12% em massa de celulose.
As analises de difragdo de raios — X (DRX), indicaram uma nova conformagao de
celulose, com a conversao da celulose do tipo | para o tipo Il e, consequentemente,
a uma redugao na cristalinidade (TANG et al., 2012)

Assim, devido as perspectivas em ampliar a aplicagcao da celulose para uso
clinico, modificagdes que possibilitem torna-la mais hidrofilica séo relatadas. Como
por exemplo, a modificagado por oxidagdo com o reagente TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-
1-piperidinil-oxi) (SAITO et al., 2007; ISOGAI et al., 2011) as hidroxilas primarias,

presentes no C-6 da celulose sdo oxidadas a carboxilatos. O processo de oxidagao
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pode ser controlado a partir do padrao de consumo de NaOH aquoso, que é
continuamente adicionado a mistura reacional para manter o pH alcalino, de 9,0 a
10, durante a oxidacgao.

A oxidacdo com reagente TEMPO foi aplicada em celuloses nativas, como
fios de algodao, celulose Kraft branqueada e CB. Mesmo sob condi¢cdes de oxidagao
intensas ou para tempos de reagdo prolongados, quase nenhuma ou apenas
pequenas quantidades de produtos soluveis em agua foram obtidos. Analises
revelaram que os grupos carboxilatos formados estavam predominantemente
presente nas superficies de fibrilas de celulose, e nenhuma oxidagao ocorreu dentro
de cristalitos de celulose. Entretanto, quando o mesmo procedimento € realizado em
celuloses pré-tratadas por mercerizagdo durante o branqueamento, tornaram-se
transparentes e foram obtidos produtos oxidados soluveis em agua. Assim, os
grupos hidroxila primarios, C-6 da celulose, podem ser inteiramente e seletivamente
convertido em carboxilato de sédio, por oxidagao mediada por TEMPO (ISOGAI et
al., 2011; PICHETH et al., 2014)

As reacbes de trimetilsililacdo da celulose, e posterior solubilizacdo em
solventes organicos como tolueno ou cloroférmio, também sdo encontradas em
literatura como possibilidades no uso de tal biopolimero (HOLMBERG et al., 1997,
KONTTURI et al., 2003).

A utilizacdo de reacbes de eterificacdo € outra forma de modificar
quimicamente a estrutura da celulose. Derivados de celulose, como: éteres de
metilcelulose, carboximetilcelulose e as celuloses hidroxialquiladas. Alguns ésteres
e éteres de celulose sao usados comercialmente, e tem aplicacbes potenciais em
revestimentos, laminados, filmes opticos, produtos farmacéuticos, alimentos
e cosméticos (ROY et al., 2009).

Apos a solubilizacdo da celulose, ou pela utilizacdo de solventes adequados
ou através de processos de modificacdo quimica da estrutura da celulose, a
producao dos filmes finos pode ser feita com auxilio das técnicas de automontagem
ou “layer-by-layer”, com ou sem o auxilio da técnica de “sping-coating” (PICHETH et
al., 2014). Cita-se, como exemplo, o processo de oxidagdo da CB com radical
TEMPO, com a formacao de filmes ultrafinos, que foi investigada juntamente com a
sua capacidade para adsorver polieletrolitos de cargas opostas, como a quitosana e
alginato (PICHETH et al., 2014).
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Nos estudos supracitados, foi verificada a dificuldade do reagente em acessar
as hidroxilas nas regides internas do polimero, no que se refere a celulose nativa.
Esse é um dos motivos pelo qual sdo observados poucos trabalhos de modificagcao
quimica de celulose na literatura, ou 0os mesmos baseiam-se na utilizagdo de
derivados ja disponiveis comercialmente. A maioria dos trabalhos estdo voltados a
tratamentos fisicos de desfibrilacdo e adsor¢do com outros materiais poliméricos
(ROY et al., 2009).

Em uma busca realizada na literatura, localizou-se uma reagao de sintese de
celulose vegetal com PEG. Foi utilizado o processo de mercerizagao para realizar o
enxerto de PEG 200 g.mol' em celulose vegetal comercial, objetivando seu uso
como um superdesintegrante em formulagdes farmacéuticas sélidas. O enxerto com
PEG foi confirmado por ressonancia magnética nuclear (RMN). Segundo o autor, o
enxerto ndo aumentou a solubilidade da celulose em agua. Entretanto, ndo foram
analisadas para o produto de celulose vegetal-PEG os parametros fisico-quimicos
da nova molécula, devido a finalidade, mais tecnoldgica, da sua aplicacao
(BHALEKAR et al., 2010).

Apesar da solubilidade do produto gerado entre celulose e PEG permanecer a
mesma do biopolimero de partida, no caso, a celulose vegetal (BHALEKAR et al.,
2010), a reacao de enxerto de PEG na celulose tem potencial para ser um objeto de
estudo, possibilitando avaliar outros parametros fisicos e fisico-quimicos como:
hidrofilicidade, cristalinidade e resisténcia mecanica. Podendo destinar o produto da
reacao para uma futura aplicacdo, bem como, a contribuicdo cientifica de um estudo
de modificacdo quimica da celulose por enxerto com PEG.

O PEG, assim como a celulose, possui larga aplicabilidade clinica, em virtude
da sua compatibilidade quimica, solubilidade em agua e baixa toxicidade. Esses
fatores possibilitam seu uso na liberacdo controlada de farmacos e em aplicacoes
biomédicas (FRUIJTIER-POLLOTH, 2005; SAMSAMSHARIAT et al., 2005; SCOTT
et al., 2008)

As reagdes que enxertam o PEG na estrutura de outra molécula sao
denominadas comumente de reagbes de peguilagdo. Sdo muito importantes, na
modificacdo de macromoléculas biologicas, peptideos e proteinas, uma vez que,
blindam epitopos antigénicos e materiais imunogénicos, protegendo a absorgao
mediada por receptor pelo sistema reticuloendotelial (RES), e impedindo o

reconhecimento e degradagéo por enzimas proteoliticas (ROBERTS et al., 2012).
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O PEG apresenta-se como um poliéter de cadeia linear ou ramificada
contendo grupos hidroxila nas suas extremidades (FIGURA 6), ndo contém carga e

geralmente apresenta pouca reatividade.

HO-(CH, CH; On-CH; CH-OH

FIGURA 6 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO POLIETILENOGLICOL.

O PEG demonstra atividade antiaderente a algumas proteinas (AMIJI; PARK,
1992; LEE et al., 2000; TZIAMPAZIS et al., 2000; KIM et al., 2003; SCOTT et al.,
2008), fator pelo qual € amplamente utilizado para desenvolver materiais com
propriedades antiaderentes as células.

A fim de desenvolver um material biocompativel com o sistema hematoldgico,
(LEE et al., 2000; KIM et al., 2003), desenvolveram alguns dispositivos biomédicos
com superficie modificada com polietilenoglicol (PEG) e enxertos de
poli(tetrafluoretileno) expandido (ePTFE), que encontram-se em uso clinico, como
exemplo, em dispositivos cardiovasculares (LEE et al., 2000; SAMSAMSHARIAT et
al., 2005; WIELAND et al., 2007). Adicionalmente, varios autores sugeriram o uso do
PEG para diminuir a adesao superficial de plaquetas (AMIJI; PARK, 1992;
TZIAMPAZIS et al., 2000; KIM et al., 2003; SCOTT et al., 2008), visto que o PEG
tende a impedir a adesdo celular quando a sua massa molar é inferior a 10.000
g.mol' (LEE et al., 2000). Assim, a massa molar e a concentragdo de PEG podem
apresentar um efeito regulador sobre a adesdo celular em biodispositivos
implantaveis (TZIAMPAZIS et al., 2000).

Microcristais de celulose foram submetidos a carboxilagdo oxidativa,
resultando em uma suspensido aquosa estabilizada, facilitando o acesso do PEG
com um grupo amino terminal numa extremidade (PEG-NH2, Mw = 1000g.mol"). Os
microcristais de celulose enxertados com PEG demonstraram uma melhora na
estabilidade da dispersdo dos mesmos (ARAKI et al., 2000).
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Com baseno apresentado, em que muitos estudos vém sendo realizados a
fim de desenvolver um material biocompativel com o sistema hematoldgico, e que
ainda nao foi produzido um material ndo-trombogénico universal, verifica-se a
necessidade de desenvolver novos revestimentos biocompativeis, que atendam a
algumas condigdes, como: ndao serem toxicos, nao-trombogénico e nao-imunogénico
(FINK et al., 2010).

Assim, a aplicabilidade da CB como dispositivo implantavel na forma de filmes
para o revestimento de biodispositivos é dependente de um aumento de sua
hidrofilicidade, o que pode ser responsavel por uma maior eficiéncia na antiadesao
celular. Nesse contexto, o PEG e a CB sao materiais que possuem propriedades
promissoras para o uso em organismos vivos. No entanto, a CB, apesar de sua
hidrofilicidade, apresenta boas propriedades em termos de adeséo celular. Dessa
forma, o PEG, que possui grupos funcionais na sua estrutura, como éter e alcool
primario, e que possuem interagbes preferenciais com agua, pode atuar como um
agente hidrofilico, reduzindo a tendéncia a adesao celular. Neste trabalho, almeja-se
que o enxerto de PEG a celulose, resulte em umproduto final com carater mais
hidrofilico. Até o momento, nio foi localizado na literatura um estudo que enxerte o
PEG por meio ligagdes covalente a CB, e avalie as propriedades fisico-quimicas dos

filmes gerados.

2.4 FIBRONECTINA

A fibronectina (FN) é uma proteina multifuncional amplamente distribuida em
varios tecidos e fluidos corporais. Esta envolvida em varios eventos bioldgicos, tais
como a migragao, diferenciacao, proliferagéo e cancerizagao das células.

E comumente utilizada em teste de adsorgdo sobre superficies implantaveis,
ja que quando em contato com o material implantado, além de ativar a coagulagao
do sangue e respostas inflamatdrias, pode funcionar como mediadoras de adesao
de células em superficies sintéticas. A adeséo celular as proteinas adsorvidas é
particularmente importante na funcéo das células, as respostas do hospedeiro aos
implantes, e um design de substratos de engenharia de tecidos.

Assim, sera depositado sobre a superficie dos fiimes de NCBm e NCBm-

PEGs, fibronectina de plasma bovino a fim de obter resultados prévios da adsorcao
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da proteina com o filme de celulose mercerizada e celulose peguilada, serao

investigados por XPS e AFM.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LISTA DE REAGENTES

As membranas de CB secas foram doadas pela empresa Membracel®
Produtos Tecnoldgicos Ltda., com sede em Almirante Tamandaré, PR.

Os PEGs 200, 300 e 400 g.mol', DMSO deuterado e N-0xido de N-
metilmorfolina, fibronectina de plasma bovino, KBr e diiodometano foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. Os demais reagentes como: ZnClz, NaOH, HCI, azida sddica,
foram de grau analitico. Polietilenimina (PEI), usada como substrato na produgao de
filmes, foi obtida comercialmente da Polymin® SNA. A agua purificada utilizada foi

obtida em sistema millipore (MilliQ system, Millipore).

3.2 OBTENGAO DA NANOCELULOSE BACTERIANA E DOS PRODUTOS
PEGUILADOS

3.21 OBTENGAO DA NANOCELULOSE BACTERIANA E OTIMIZAGAO DA
REACAO

A obtencdo da nanocelulose (NCB) foi baseada na metodologia proposta por
llbrahim, EI-Zawawy e Nassar (2012) e Pirich (2013).

As membranas de CB secas foram cortadas grosseiramente, com auxilio de
uma tesoura, e logo apds foram suspensas em agua purificada (3g.L"). A suspensao
foi triturada com auxilio de um liquidificador (PHILIPS Walita) por 20 min. A amostra

foi posteriormente processada em moinho Supermasscolloider (Masuko Sangyo
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MKCAG6-2) com a colaboragao da Prof. Dra. Graciela B. Munhoz do curso de Pés-
Graduacao em Eng. Florestal da UFPR, obtendo desta forma a CB processada
mecanicamente. A partir desse processamento, a CB foi denominada de
nanocelulose bacteriana (NCB). Em seguida, foi adicionado azida de sodio (200

mg.L-") para conservacgao da suspensao, que foi mantida a 4 °C até a utilizag3o.

3.2.2 CARACTERIZAGAO DA CELULOSE PROCESSADA EM MOINHO

Para determinagdo do tamanho meédio e da distribuigdo granulométrica da
NCB, foi empregada a analise por difracao de raios laser, em granulémetro CILAS
1064, com a colaboragéo, LAMIR, UFPR. A suspensao de NCB foi diluida em agua e
submetida a ultrassom por 60s, e a varredura foi realizada de 1 a 100 ym. Esse
ensaio permitiu a determinagdo granulométrica da frequéncia da distribuicdo de
tamanho (dso%) baseado na difragcdo de Fraunhofer, e na curva de distribuigcdo de
tamanho. A partir dos dados de diametros de particulas nos intervalos abaixo de 10,
50 e 90% da curva de distribuicao de tamanho, foi obtido o indice de polidispersao
(IP),

conforme equacéo 1.

|P - d‘;ﬂ%_dlﬂ% (1)
dzou;

Em que: IP é o indice de polidispersao; deo% a frequéncia de tamanho de
90% das particulas (um); dso% € a frequéncia de tamanho de 50% das particulas

(Mm) e d1o% € a frequéncia de tamanho de 10% das particulas (um).
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3.2.3 REAGAO DE PEGUILAGAO DA NANOCELULOSE

A reacao de peguilacdo da nanocelulose foi baseada na metodologia de
(BHALEKAR et al., 2010), com modificagdes. Em um reator foram adicionados 7 g
de PEG, e quantidade equivalente em mols de acido cloridrico, utilizando como
catalizador cloreto de zinco, seguido de aquecimento da mistura em banho maria a
70 °C, por duas horas. Esse foi denominado de A.

Paralelamente, 14 g de NCB, ou o equivalente ao dobro da massa de PEG,
sofreram inchamento em solu¢cdo aquosa de hidroxido de sédio (30% m/v). Este foi
denominado de B.

Os sistemas A e B foram misturados, em proporgdes devidas, 1:1 ou 1:2,
estequiometricamente, com auxilio de um agitador magnético equipado com
aquecimento a 70 °C, por 10 horas. Ao produto final dessa ultima etapa, foram
adicionados 100 mL de agua quente (70 °C). Posteriormente, a suspensao foi
neutralizada com acido acético 0,1 mol/L até atingir pH 7. Apds, realizou-se diadlise
contra agua purificada (Sistema MilliQ-Millipore) para remover qualquer excesso de
acido e PEG livre, por 48 horas, e em seguida, o produto retido foi liofilizado.

O mesmo procedimento foi realizado com os PEGs de massa molar 200
g.mol, 300 g.mol' e 400 g.mol', e em tedricas proporgdes estequiométricas de 1:1,
supondo um DS (grau de substituigdo) igual a 1, e 1:2 supondo um DS igual a 2. As
amostras geradas foram assim denominadas: NCBm-PEG 200 1:1, NCBm-PEG 200
1:2, NCBm-PEG 300 1:1, NCBm-PEG 300 1:2, NCBm-PEG 400 1:1 E NCBm-PEG
400 1:2.

3.2.4 CARACTERIZAGAO DOS PRODUTOS DE PEGUILAGAO

As analises de ressonancia magnética nuclear de estado sélido foram
realizadas com a colaboracdo do Professor Doutor Edvani Curti Muniz da
Universidade Estadual de Maringa, em espectrometro RMN (Varian, modelo Mercury
Plus 300 MHz). As amostras foram analisadas com tempo de relaxamento de 5,0

segundos, pulso de 90°, tempo de aquisi¢ao 0,050 s, 560 repeticbes. Para a analise
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de ressonancia magnética nuclear em solucao, foi utilizado Espectrometro Bruker
operando a 400 mHz, temperatura de 70 °C, para isto a amostra foi solubilizada na

concentragcédo de 24 mg/mL em uma solugdo de DMSO (deuterado)/ LiCl (12%).

3.2.5 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Os difratogramas foram obtidos equipamento Shimadzu XRD 6000 em
difratbmetro com radiacado de CuKa (A = 0,15418 nm), 40 kV e 30 mA, velocidade de
varredura 0,5°.min""). O indice de cristalinidade (ICr) das amostras de celulose foi

obtida a partir do método proposto por Chen et al. (2007), conforme equacgéo 2.

Zlam
Zhgt

IC,=1-

em que Zlam representa a area abaixo da regido amorfa e Zlit representa a area
abaixo da intensidade total medida em 20 no intervalo de 11° a 30°.

Os indices de cristalinidade das amostras também foram calculados através
da deconvolugao das areas do espectro de RMN, através da equacgao 3, onde A
representa a area 4b, que corresponde ao deslocamento referente a regiéo cristalina

e 4a ao deslocamento referente a regido amorfa.

_ A4b
Cr = A(4a+4b) (3)
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3.2.6 TERMOGRAVIMETRIA (TG) E CALORIMETRIA EXPLORATORIA
DIFERENCIAL (DSC)

As analises foram realizadas utilizando TG/DSC Netzsch modelo STA449F3
Jupiter, disponibilizado pela Universidade do Vale do Itajai em colaboragdo com a
Professora Dra Tania Mari Bellé Bresolin. A analise foi realizada sob atmosfera de
N2, com um fluxo de gas de 20 mL.min"! e uma taxa de aquecimento de 20 °C.min"",

no intervalo de temperatura de 25 °C a 400 °C.

3.2.7 QUANTIFICAGAO DO RENDIMENTO DA PEGUILAGAO

Uma vez modificada, as amostras de celulose foram dissolvidas a
concentragdo de 0,33 mg.mL"' em solugdo aquosa de ZnCl2 70% (m/v em &gua
purificada) e analisadas através do método colorimétrico proposto por Sims e Snape,
(1980), utilizando, como reagentes uma solugao contendo BaClz (5% m / v) em HCI
(1 mol.L") e outra solugdo contendo Kl (2% m / v) e 12(1,27% m / v). Misturou-se 1
mL de cada reagente mais 2 mL de celulose dissolvida na solu¢gdo aquosa de ZnClz.
Apods 15 minutos da adigdo dos reagentes, as misturas obtidas foram lidas em 535
nm, em espectrofotdbmetro Biospectro, modelo SSP-200, utilizando uma cubeta de
quartzo, e como branco uma amostra contendo celulose ndao modificada dissolvida
em ZnCl2 70% (m/v em H20). Para isto, foram realizadas trés curvas de calibragao
para cada PEG de diferentes massas molares (200 g.mol-*, 300 g.mol' e 400 g.mol-
1), com os pontos variando de 5 a 100 yg.mL™", com r? de 0,990, as curvas foram

utilizadas para determinar a quantidade de PEG foi enxertado na nanocelulose.
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3.3 FORMAGCAO E CARACTERIZACAO DA MEMBRANA DE CELULOSE
BACTERIANA E DOS FILMES ANTES E APOS PEGUILAGAO

3.3.1 FORMAGAO DO FILME

Para a produgéo dos filmes foi adaptada a metodologia proposta por Falt et
al.(2003). Os produtos da peguilagdo foram solubilizados em uma solugcdo de N-
oxido de N-metil-morfolina 50 % (m/m) a 70 °C por 2,5 horas. Na sequencia, foi
adicionado DMSO para gerar uma solugdo com concentragdo final de 1mg.mL",
diminuindo assim a viscosidade da solugao e esse sistema ficou em agitagéo por 48
horas a temperatura ambiente. Os filmes foram depositados pela técnica de “spin-
coating” em uma rotagado de 3500 rpm, por um minuto, em um substrato de mica,
com uma camada prévia de polietilenoimina (PEI). Na sequéncia, os filmes obtidos
foram lavados com agua a fim de eliminar o solvente e armazenados em

dessecador contendo silica.

3.3.2 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA (AFM)

Para as analises por AFM, foi utilizado o equipamento 5500 Agilent PicoPlus
Molecular Imaging, em modo contato, com cantilever de silicio oscilando de 50-100
nm de amplitude e frequéncia de ressonancia proxima a 300 kHz. As imagens foram
escaneadas em 4 regides diferentes de 8x8um a 1,4x1,4 ym e o processamento de
imagens foi realizado utilizando-se software Pico View.

A fim de realizar testes qualitativos de adsorgcéo da proteina fibronectina sobre
as NCBm e NCBm-PEGs, foram realizadas imagens dos filmes puros e com
deposicdo de proteina. Foi depositada a fibronectina de plasma bovino, em uma
concentragédo de 1 mg.mL"' em tampao (pH 7,4; NaCl 0,05 mol.L"" e Tris 0,05 mol.L
"), pela técnica de “spin-coating”. Posteriormente, as amostras foram armazenadas
em dessecador com silica até a secagem, por aproximadamente 5 horas. Na

sequéncia foi lavada com o tamp&o de preparo da amostra.
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3.3.3 TENSIOMETRIA

O efeito da modificagdo quimica da NCBm sobre a molhabilidade do filme
formado foi realizado pelo método da gota séssil, a 25°C, utilizando- agua purificada
e diiodometano, em tensidmetro DataPhysics OCA15. Para isso foram depositadas
gotas com um volume de 3 pL dos solventes, e seus angulos de contato com a
superficies foram medidos no intervalo de 120 segundos.

Para calcular a energia livre de superficie, foi aplicado o método de Wu, o
qual utiliza um solvente polar e outro apolar, na determinacdo das medidas de
angulo de contato (0). A equacgéo 3 (WU,1971) permitiu obter as medidas de tensao
superficial da componente dispersiva em relagédo ao liquido (yPL ), e em relagdo ao
solido (yPs ), e ainda as medidas de tensdo superficial da componente polar em
relagdo ao liquido (y"L), e em relagéo ao solido ( yPs). Onde ys € a tensdo superficial
do sdlido, YL é a tenséo superficial do liquido e 8 € o angulo de contato do liquido

com a superficie (filme).

b, D PP
7. (1+cos)=y+7 -4 73.%0_4 J;LJ’SP
VitV N+

3)

3.3.4 ESPECTROSCOPIA FOTOELETRONICA DE RAIOS -X

As analises de XPS foram efetuadas em espectrofotometro de fotoelétrons
ESCA 3000 V.G. Microtech equipado com fonte de radiagédo Al ka, no Departamento
de Fisica da UFPR, com a colaboracao e orientagdo do Prof. Dr. WidoSchreiner. Os
espectros foram obtidos com angulo de 45°, através de analisador de energia
hemisférico com resolugcdo de 0,8 eV. O tratamento de dados foi efetuado
utilizando22 se o software X|I SDP32 do equipamento. O processo de deconvolugao

usado para oC1s foi feito usando os elementos fornecidos pelo software.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 PROCESSAMENTO MECANICO DA CELULOSE BACTERIANA

Inicialmente, a CB, apdés processamento mecanico em moinho
Supermasscolloider gerou uma celulose bacteriana mecanicamente processada,
que foi denominada de NCB, cuja distribuicdo de tamanho e topografia s&o
apresentados na FIGURA 7.
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FIGURA 7 - ANALISE GRANULOMETRICA E TOPOGRAFICA DE NCB
A) DIAMETRO APARENTE CUMULATIVO DAS PARTICULAS DE
NANOCELULOSE (NCB) E B) MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA DAS NCB,
EM UM SUBSTRATO DE MICA, AREA DE 8 X 8 um. APOS O PROCESSAMENTO
MECANICO DA CELULOSE BACTERIANA (CB) EM MOINHO
SUPERMASSCOLLOIDER

—

Conforme observado, o dso% da NCB é de 30 ym, com um didmetro aparente
maximo de 100 um. O IP determinado foi de 2,5, indicando uma amostra altamente
polidispersa. Adicionalmente, a denominagcdo de nanocelulose da CB foi utilizada,
visto que a largura (133-139 nm) e altura (14 a 20 nm), conforme apresentado na

FIGURA 7B, apresentam-se em escala hanométrica.
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Zhao et al. (2005) avaliaram o efeito do processamento mecanico da celulose
comercial vegetal. Os autores observaram que o processamento reduziu o tamanho
das fibras a uma escala nanométrica, diminuindo a cristalidade e facilitando, assim,

reacdes quimicas posteriores (ZHAO et al., 2005).

4.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DA ENXERTIA DO POLIETILENOGLICOL
EM CELULOSE

Para gerar a reagao de enxerto do PEG nas cadeias da NCBm, foi
inicialmente necessario realizar a derivatizacdo do PEG por halogenacéo. Alcoois
primarios, quando tratados com halohidracidos, reagem lentamente através de uma
reacao de substituicdo nucleofilica, para gerar um haleto de alquila e agua. A ordem
de reatividade dos haletos de hidrogénio equiparam-se a sua acidez: HI > HBr >
HCI>>HF. Com relacdo ao substrato, a reatividade dos alcoois, perante os haletos
de hidrogénio é: alcoois primarios < alcoois secundarios < alcoois terciarios. Para
catalizar a reagcao de halogenacgao, foi adicionado cloreto de zinco ao meio
reacional. Esse forma um complexo com o alcool pela associacdo de um par de
elétrons ndo compartilhados do atomo de oxigénio, comportando-se portanto, como
acido de Lewis, uma vez que recebe o par de elétrons do oxigénio do PEG,
promovendo a substituigdo nucleofilica. Este reagente HCI/ZnCl2 € conhecido como
reagente de Lucas (SOLOMONS, 1996).

Em reagdes com alcool primario, a fungdo do acido € produzir um substrato
no qual o grupo retirante seja a molécula de agua, fracamente basica, em lugar do
ion hidréxido, fortemente basico. Na primeira etapa do mecanismo, o cloreto de
zinco prepara o grupo retirante, na segunda etapa, ocorre o ataque do nucledfilo
pela retaguarda do substrato, e por fim na terceira etapa, tem-se a recuperagéao do
catalisador (FIGURA 8) (SOLOMONS, 1996).
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FIGURA 8 - ESQUEMA REACIONAL DA HALOGENACAO DO PEG, UTILIZANDO O
REAGENTE DE LUCAS (HCI/ZNCIz)

Os alcoxidos da celulose sodica formados em meio alcalino, podem promover
um ataque nucleofilico ao carbono halogenado do PEG-CI, realizando assim uma
reacao de enxertia com PEG ou reacédo de peguilagdo, com a eliminagao de cloreto,
que se comporta como um bom grupo abandonador. Segundo Bhalekar et al. (2010)
a reatividade da celulose com o PEG é favorecida pelas hidroxilas ligadas ao C-6.
Entretanto, Hon (1996 a,b) observou que nas reagdes de eterificacao, realizadas em
meio alcalino, as hidroxilas nos C-2 sdo mais reativas que as presentes no C-6 e
estas que as presentes no C-3.

Apesar da celulose conter aproximadamente 31,48% de grupos hidroxila por
massa (um alcool primario e dois secundarios por glucose), demonstrando uma
elevada quantidade de grupos disponiveis para modificagdo quimica, nem todas as
hidroxilas sao igualmente reativas. A FIGURA 9 ilustra as possiblidades de enxertia

de PEG nas diferentes posicdes em que se encontram as hidroxilas disponiveis.
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FIGURA 9 - ILUSTRACAO DA REACAO DE SINTESE DO PEG COM CELULOSE

Para identificar o enxerto de PEG na estrutura da NCB, para a amostra
NCBm-PEG 200, foi realizada analise de Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio, conforme apresentado na FIGURA 10.

A analise de RMN de hidrogénio evidenciou a presencga de PEG identificado
no deslocamento quimico de 3,8 ppm, também caracterizado pelo seu carater
alargado (GREENWALD et al., 1996; HEALD et al., 2002; LIN-GIBSON et al., 2004;
SUN et al., 2005). O enxerto do PEG na estrutura da NCBm pode ser identificado
através do aparecimento de diferentes sinais para hidrogénios anomeéricos,
influenciados pelo enxerto de PEG em C-2, C-3 e C-6, os deslocamentos de 4,4 e
5,2 ppm podem indicar as ligagbes covalentes entre o carbono e o PEG em
diferentes posicdes.. Uma possivel explicacao, € que o deslocamento em 4,4 ppm
seja referente ao hidrogénio ligado a carbono ndo modificado. E possivel supor que
os dois primeiros deslocamentos apds o hidrogénio anomérico (6 4,8 e 4,9 ppm) seja
inidicativo de H-1 anomérico com modificagdo em C-2 e C-3, respectivamente, e o

sinal em & 5,2 ppm pode ser referente ao enxerto de PEG no C-6.
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE 1H-RMN PARA AMOSTRA DE CELULOSE BACTERIANA
PEGUILADA NCBm-PEG 200 1:1. SOLVENTE DMSO/LICI A 70 °C. REALIZADA EM
ESPECTROMETRO BRUKER 400 mHz

Os resultados demonstraram que o enxerto de PEG ocorre em outros
carbonos que nao somente o C6, como previamente referido por Bhalekar (2010).
Entretanto, Hon (1996 a,b) sugere que as hidroxilas do C-2 sdo mais reativas nas
reacoes de eterificacdo em meio alcalino.

Devido as limitacbes de solubilidade das amostras de NCBm e NCBm-PEG,
foram realizadas adicionalmente, analises de Ressonadncia Magnética de Estado
Sélido de Carbono, confome apresentado na TABELA 1 e na FIGURA 11 e12.

Na TABELA 1 pode-se observar & 104 e 102 ppm, referentes ao C-1 da
celulose. O deslocamento referente ao C-1 em 104 ppm, também foi observado por
Porro, et. al, (2007), apds tratarem a celulose na mesma concentracdo de NaOH. As
amostras de NCBm-PEG apresentaram um deslocamento proximo de 96,5 ppm, o
qual pode sugerir um terceiro deslocamento quimico para o C-1, denominado de C-
1’. Este pode estar associado ao enxerto de PEG em C-2 de unidades de glucose,
causando um deslocamento para campo alto.

As reacbes na celulose ocorrem nos grupos hidroxilas. Assim, se fosse
possivel substituir todas as hidroxilas da unidade de glucopiranose disponiveis, seria
obtido um grau de substituicdo (DS) de 3,0 por unidade de mero. Entretanto néo é o

que ocorre na pratica. As reagbes com celulose ndo devem, simplesmente, ser
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consideradas como sendo a de um alcool tri-hidrico que € semelhante em sua
composi¢cao quimica a um acgucar possuindo trés grupos hidroxilas. Além disso, as
reacdes de celulose quase sempre ocorrem em condigdes heterogéneas. A
heterogeneidade surge a partir do fato de que a celulose € normalmente um sélido
em suspensdo num meio de reacao liquido. Devido a sua constitui¢cao fibrilar, a
celulose possui diferentes acessibilidades ao mesmo reagente. Portanto, na
formagdo de derivados celulésicos, o valor de DS usualmente ndo € zero, mas
também ndo é trés.

Observa-se, na FIGURA 12, o deslocamento quimico do C-4 da NCBm, entre
0 81 e 84 ppm. De acordo com Zhao et al., (2005) e Newman (1999) o primeiro
deslocamento refere-se ao C-4, em campo alto, e esta associado a regides amorfas
da celulose, identificado como 4a. Pode-se observar em campo mais baixo, um
deslocamento para C-4 referente a regides cristalinas da celulose, identificado na
FIGURA 12, como 4b. Assim, é possivel extrair informag¢des sobre a cristalinidade da
celulose, através da deconvolugcdo da regidao do C-4, conforme apresentado na
TABELA 1.

A degradacéo parcial da regido amorfa da NCBm durante o enxerto com PEG
foi observado, devido a uma diminui¢do da regido do C-4a em relagédo ao C-4b,
razdo amorfo/cristalino. E possivel verificar uma queda na intensidade deste
deslocamento para os derivados NCBm-PEG em relacdo a amostra de NCBm .
Outra possibilidade é que estes novos deslocamentos sejam referentes ao enxerto
de PEG, que possui cadeia hidrofilica, deslocando o sinal para campo mais alto, ndo
alterando significativamente a cristalinidade, ja que a peguilagdo ocorre em regides
amorfas, e o exerto também é caracterizado como um polimero amorfo.

Os deslocamentos para o C-2, C-3, e C-5, possuem ambientes quimicos
equivalentes, foram identificados entre & 71,6 ppm paraa NCBm e entre d 74 e 77
ppm para as amostras de NCBm-PEG. Entretanto, o deslocamento referente ao
PEG também esta sobreposto nestes mesmo valores, proximos a & 74 ppm e 63
ppm, confirmados pelo aumento na intensidade destes mesmos picos nos derivados
de NCBm-PEG, o que também sugere a enxertia com PEG (BARDET et al., 2007).

A presenga de deslocamentos quimicos proximos a & 165 ppm sao
referentes a carbono de PEG que podem ter sofrido oxidacdo durante a reagao de
halogenacdo, deslocando-se assim para campo mais baixo (VOORHEES et al.,
1997; HARRIS; ROBERT, 2003)
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Estes deslocamentos apresentados indicam que o exerto de PEG na NCBm
foi realizado. Como ja mencionada a estrutura da celulose é bastante complexa,
desta forma ndo se tem um controle da substituigdo homogénea das hidroxilas.Esta
observacgéao ja foi relatada por outros autores, confere também com os resultados
dos deslocamentos obtidos, os quais sugerem modificacbes ndo somente no C-6,

como também no o C-2.

NCBm-PEG400
NCBm-PEG300
NCBm-PEG200
NCBm
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FIGURA 11 - ESPECTROS DE "C-RMN EM ESTADO SOLIDO DAS AMOSTRAS DE NCBm,
NCBm-PEGs

TABELA 1 - ATRIBUICAO DOS DESLOCAMENTOS DE '3C-RMN EM ESTADO SOLIDO
PARA AS AMOSTRAS DE NCBm E NCBm-PEGs

AMOSTRAS C-1 c-1 C4 C-2,C-3,C-5 C-6
O (ppm) O (ppm) O (ppm) O (ppm) O (ppm)

Mercerizada 104 e 102 -- 84 e 81 71,6 59,33
NCBm-PEG 200 1:1 107 e 105 96,6 89 e 88 77, 75e 74 63,2
NCBm-PEG 200 1:2 107 e 105 97 88,86 e 84 75 63
NCBm-PEG 300 1:1 107 e 105 96,6 89 ¢ 88 77, 75e 74 63
NCBm-PEG 300 1:2 107 e 105 97,7 89 e 88 75 63
NCBm-PEG 400 1:1 107 e 105 96,7 88 e 85 75 63

NCBm-PEG 400 1:2 107 e 105 97 89 e 88 77e75 63
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FIGURA 12 — ESPECTROS DE "3C -RMN EM ESTADO SOLIDO DAS AMOSTRAS DE NCB
MERCERIZADA E NCBm-PEG 200 1:1.REALIZADAS EM ESPECTROMETRO
VARIAN, MODELO MERCURY PLUS 300 mHZ

4.3 ANALISE DA CRISTALINIDADE DAS AMOSTRAS DE NCB

As analises de difratometria de raios X (DRX) demonstraram que, em relagéo
a NCB, houve uma queda no indice de cristalinidade apdés o processo de
mercerizagao, e que pode ser explicada devido ao intumescimento da cadeia e o
rompimento das ligagdes de hidrogénio, promovidas pela modificagdo da celulose do
tipo | para o do tipo Il. A conversdo de celulose tipo | para celulose tipo Il foi
confirmada pelo planos 101, 102 e 200 referentes a celulose organizada
antiparalelamente (ZUGENMAIER, 2001; KONO; NUMATA, 2006) .
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O indice de cristalinidade (IC) demonstra uma razao entre a celulose amorfa e
a celulose cristalina, que depende da espécie ou do pré-tratamento da amostra.
Desta forma, o grau de cristalinidade é um importante parametro para a
acessibilidade das hidroxilas durante os processos reacionais.

Apesar da sua estrutura quimica unica e simples, a celulose € uma molécula
rigida e altamente cristalina, insoluvel em varios solventes organicos comuns, e pode
ser considerada com um material ideal na engenharia de materiais (VARSHNEY;
NAITHANI, 2011). Entretanto, a abundancia de grupos hidroxila e a concomitante
tendéncia em formar ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares, resultam na
formagdo de agregados lineares. Em estado sdlido, areas ordenadas altamente
cristalinas sao interespagadas com zonas menos ordenadas, as amorfas. Estas
zonas , ricas em grupos hidroxila, sdo prontamente mais disponiveis para as reag¢des
quimicas que as areas cristalinas, menos reativas (COFFEY et al., 1995).

Os peguilados mantiveram o IC da celulose mercerizada, proximos a 40 %.
Tal informagédo é diferente da obtida por RMN '3C de solidos, uma vez que
demonstraram a diminuicdo da area de C-4 referentes as regides amorfas
(deslocamento em 4a), sendo assim espera-se um aumento na cristalinidade do
material. Ha possibilidade de que, durante o enxerto de PEG em celulose, o C-4
amorfo tenha sido deslocado para campo mais alto, o que também pode contribuir
para uma reducdo de C-4a. Uma explicacdo plausivel, € a de que as regides
amorfas de celulose, degradadas durante o enxerto, também tenham sido
substituidas por um polimero amorfo, o PEG, mantendo a cristalinidade do material
enxertado quase que inalterada. Verifica-se ainda, que as regides cristalinas da
celulose nédo foram afetadas de forma significativa. Assim, novamente é provavel
que a degradacado, bem como o enxerto de PEG, tenham ocorrido nas regides
amorfas da cadeia da NCB.

Os dados de cristalinidade estao dispostos na TABELA 2, e foram calculados
a partir das deconvolugdes dos difratogramas e suas area calculadas. Foi realizada
a deconvolugdo também dos espectros de 'C-RMN de solidos para as areas

referente ao halo amorfo da celulose e area cristalina.
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FIGURA 13 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS-X PARA AS AMOSTRAS DE NCBm E NCBm-
PEG.REALIZADAS EM EQUIPAMENTO SHIMADZU XRD 6000 COM RADIACAO DE
CUKa (A =0,15418 nm), 40 kV E 30 mA, VELOCIDADE DE VARREDURA 0,5°.min-"!

Os calculos de IC por RMN foram realizados através da deconvolugédo das
areas cristalinas (4b) e amorfas (4a) conforme a FIGURA 14, e inseridas na equagéao
3.

MERCERIZADA NCB-PEG 200 1:1
4b {t ﬁ 2
4 a
ﬂ%\
Deslocamento quimico (ppm) Deslocamento quimico (ppm)

FIGURA 14 — REPRESENTAGCAO DAS DECONVOLUGOES REALIZADAS NAS REGIOES
AMORFAS E CRISTALINAS DO ESPECTRO DE 'C RMN, NA REGIAO DE C-4,
PARA AMOSTRAS: NCBm E NCBm-PEG 200 1:1
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TABELA 2 - INDICE DE CRISTALINIDADE (IC) DA NCBm-PEG 200, NCBm-PEG 300 e
NCBm-PEG 400 UTILIZANDO RESULTADOS OBTIDOS POR DRX E 3C-RMN

AMOSTRAS IC (%) POR DRX IC (%) POR RMN
NCB 73 ---

NCBm 39 38
NCBm-PEG 200 1:1 43 47
NCBm-PEG 300 1:1 41 45
NCBm-PEG 400 1:1 43 43

4.4 ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS

As andlises termogravimétricas demostraram uma similaridade na
decomposicdo térmica entre todos os derivados NCBm-PEG, diferenciando-os na
perda de massa da NCBm. A FIGURA 15, mostra o grafico da variagao da perda de
massa do material pelo tempo, descontando a perda de umidade.. Os com valores
de degradagado térmica maiores sdo compativeis com a inser¢gdo de PEG na
estrutura da NCBm. A FIGURA 15, demonstra a perda de massa entre os NCBm e
NCBm-PEGs. Entretanto, ndo é possivel associar a perda de massa com o tamanho
dos PEGs enxertados, uma vez que a concentracdo de PEG enxertado nao é
uniforme para todos os derivados NCB. Isto € devido a dificuldade de halogencao de
PEGs maiores, bem como as variaveis da prépria reacao: pH, temperatura, agitacao,
além das limitagdes de acessibilidade de reagentes que sao préprias da celulose.

Na celulose, devido a forte intensidade das ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, a decomposi¢cao da amostra ocorre antes do seu ponto de fusao.
Desta forma, o evento encontrado com Tp em 345°C esta associado a
decomposigao térmica do polimero.

Foi possivel observar dois eventos, o primeiro entre 80 °C a 100 °C referente
a perda de agua na amostra e o segundo evento, entre 314-357 °C (TABELA 3),
associado a decomposicdo da NCBm-PEG, a qual difere da NCBm que inicia a
decomposicdo em 318 °C. Adicionalmente, a auséncia de um terceiro evento de
perda de massa, pode sugerir que nao ha presenca de PEG livre na amostra, com

decomposigao entre 200 e 300 °C.
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TABELA 3 - DADOS DE ANALISE TERMOGRAVIMETRICA PARA AS AMOSTRAS DE NCBm
E NCBm-PEG 200, NCBm-PEG 300 e NCBm-PEG 400

AMOSTRA PERDA DE Te Ti Tr

MASSA TOTAL (°C) (°C) (°C)

%

NCBm 76 345 318 357
NCBm-PEG 200 1:1 79 342 323 352
NCBm-PEG 200 1:2 79,1 339 323 350
NCBm-PEG 300 1:1 74,1 335 314 349
NCBm-PEG 300 1:2 80 339 324 349
NCBm-PEG 400 1:1 80,4 342 324 353
NCBm-PEG 400 1:2 77,5 342 321 353

Tr: indica a temperatura do pico de decomposicao térmica, Ti e Tr indicam temperatura inicial e final
de decomposicao.

[—— mercerizada

A ——— ncb-peg2001-1
= ncb-peg2001-2
[ neb-peg3001-1)
——— ncb-peg3001-2 04
= ncb-peg4001-1
[ ncb-pegd001.2|

——— mercerizada
ncb-peg2o01-1
nch-peg2001-2

w

neb-pegl001-1
[ ncb-pag3001-2
———ncb-peg400-i-1
{———ncb-pag4001-2

---------

Massa %

d%massa/dT

T T T T T T 1
T 200 250 300 350 400 450 500
200 400

Temperatura (° C) Temperatura (° C)

FIGURA 15 - A) ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DE PERDA DE MASSA, EM FUNCAO
DA TEMPERATURA, PARA AS AMOSTRAS DE CELULOSE MERCERIZADA
E NCBm-PEGs. B) 1a DERIVADA (d%massa/dT) EM FUNGAO DA
TEMPERATURA. REALIZADAS EM EQUIPAMENTO TG/DSC NETZSCH
MODELO STA449F3 JUPITER 30 °C A 400 °C, ATMOSFERA DE N
20mL.min-' E UMA TAXA DE AQUECIMENTO DE 20 °C.min-"

A degradacdo da celulose acontece acima de 300°C, pelo rompimento das
ligagbes C-H, C-O e C-C. Ocorre uma despolimerizagdo e resulta como produto
principal a formacéo do intermediario levoglucosana, envolvendo a formagao de um
éter entre 0 C-6 e o C-1 da glucose. Entretanto, outros derivados furanicos sao
também produzidos (SCHEIRS et al., 2001; RAMOS et al., 2005).
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4.5 QUANTIFICAGAO DO RENDIMENTO DAS PEGUILAGOES

A quantificacdo de PEG, de acordo com a metodologia descrita por Sims e
Snape (1980), a coloragao é obtida através da interacdo do PEG com os ions
triiodeto, conforme indicado (FIGURA 16) o qual absorve em comprimentos de onda
proximos a 535 nm. No entanto, ndo foi possivel a utilizacdo desta técnica para
NCBm-PEG 400 e NCBm-PEG 300, devido a precipitacdo dos derivados NCBm-
PEG com maior massa molar, gerando uma elevada turbidez do meio (SIMS;
SNAPE, 1980).

Também foram realizados calculos do teor de enxertia com PEG em NCBm,
utilizando as informagdes provenientes dos espéctros de RMN das areas relativas
aos diferentes deslocamentos de C-1' e C-1, referentes as modificacbes e para
deslocamentos que nao apresentam modificacbes. Os dados estdo dispostos na
TABELA 4.

l, + KI «—— I3+ K*
" o 9 oM
0 on M 0 on g
I + H " 0O =— 7] 00—
3 H H
CHO—CHLHLO—H CHO—HCHLCHO—H
ks

FIGURA 16 — MODELO ESQUEMATICO PARA O COMPLEXO FORMADO DO PEG
E O ION TRIIODETO

Como observado na TABELA 4, os rendimentos de enxerto de PEG para os
derivados NCBm-PEG 200 foram muito proximos aos determinados por RMN,
através da integracdo dos deslocamentos de C-1 e C-1". Assim, assume-se que para
os demais derivados, € possivel que os rendimentos calculados de enxerto com

PEG em NCBm estejam proximos aos obtidos.
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TABELA 4-DADOS DA QUANTIFICAGAO COLORIMETRIA DE POLIETILENOGLICOL NAS
AMOSTRAS

NCBm-PEG 200 1:1 4,6 % 0,01
NCBm-PEG 200 1:2 6,5 % 0,01
NCBm-PEG 300 1:1 - -
NCBm-PEG 300 1:2 - -
NCBm-PEG 400 1:1 - -
NCBm-PEG 400 1:2 - -

*Rendimento aproximado determinado utilizado os deslocamentos em 6 98 ppme & 101 a 107 ppm

4.6 TENSIOMETRIA

Apods a solubilizagdo dos derivados NCBm e NCBm-PEGs em uma solugao
de N-Oxido de N-metilmorfolina e DMSO, foi realizada a deposi¢cao dos polimeros,
sobre mica, com uma camada prévia de PEI. Sobre os filmes de NCBm e NCBm-
PEGs foram determinados os angulos de contato para a agua (FIGURA 17) e para

diiodometano (FIGURA 18) nas superficies dos filmes.



50

Mercerizada Peg 200 1-1

Peg 200 1-2 Peg 300 1-1

Peg 300 1-2 Peg 400 1-1

Peg 400 1-2

FIGURA 17 - IMAGENS DOS PERFIS DE GOTAS, SOBRE OS FILMES DE NCBm E NCBm-PEG
DEPOSITADOS EM MICA, USANDO COMO SOLVENTE AGUA PURIFICADA.
DETERMINACAO DO ANGULO DE CONTATO EM EQUIPAMENTO TENSIOMETRO
DATAPHYSICS OCA15, VOLUME DE 3 uL DE AGUA.
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Mercerizada Peg 200 1-1

Peg 200 1-2 Peg 300 1-1

Peg 300 1-2 Peg 400 1-1

Peg 400 1-2

FIGURA 18 - IMAGENS DOS PERFIS DE GOTAS, SOBRE OS FILMES DE NCBm E NCBm-PEG
DEPOSITADOS EM MICA, USANDO COMO SOLVENTE DIIODOMETANO.

DETERMINAGCAO DO ANGULO DE CONTATO EM EQUIPAMENTO TENSIOMETRO
DATAPHYSICS OCA15, VOLUME DE 3 yL DE DIODOMETANO

Pode-se observar que os filmes formados com NCBm-PEG, com aumento na
cadeia do PEG enxertado, apresentaram uma redug¢ao do angulo de contado com a
agua, mostrando-se assim mais hidrofilicos. Para o diiodometano, ocorreu um
processo inverso, os menores angulos de contato (0) foram observados para NCBm,
e houve um aumento de 6, para os derivados de NCBm enxertados com PEG. Os
filmes de NCBm e NCBm-PEG foram adicionalmente avaliados quanto a cinética da
gota de agua depositada, conforme a FIGURA 19 e FIGURA 20.
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FIGURA 19 - CINETICA DE MOLHABILIDADE DOS FILMES DE NCBm E NCBm-PEG

UTILIZANDO COMO SOLVENTE AGUA. EQUIPAMENTO TENSIOMETRO
DATAPHYSICS OCA15, VOLUME DE 3 uL DE AGUA
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FIGURA 20 - CINETICA DE MOLHABILIDADE DOS FILMES DE NCBm E NCBm-PEG UTILIZANDO

COMO SOLVENTE

DIIODOMETANO.

EQUIPAMENTO TENSIOMETRO

DATAPHYSICS OCA15, VOLUME DE 3 uL DE DIIODOMETANO
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Na FIGURA 19, a cinética das gotas depositadas em até 120 s demonstra
claramente que, para a agua, os angulos de contato permaneceram praticamente
constantes, em todo o tempo de avaliagdo, tanto para NCBm ou para os derivados
NCBm-PEGs. Adicionalmente, a enxertia de PEG aumentou a molhabilidade dos
filmes (FIGURA 17 e 18) observados através de uma redugcdo no angulo de contato
da agua com a superficie do filme. Utilizando como solvente diiodometano (FIGURA
20), observa-se claramente um aumento do angulo de contato para a NCBm
enxertada com PEG, e angulos constantes durante os 120 s de analise.

Utilizando os angulos de contato para a agua e para o diiodometano, foi
possivel determinar os componentes polares e dispersivos da interface. Para
superficies com baixa energia, como os filmes, a tens&o interfacial solido-vapor pode
ser equivalente e a energia superficial do solido vacuo. Para calcular a energia livre
de superficie, foi utilizado o método de Wu, o qual utiliza um solvente polar e outro
apolar, na determinagédo das medidas de angulo de contato ().

As medidas de tensao superficial da componente dispersiva em relagao ao
liquido (Y L ), e em relagéo ao solido (yP s ), e polar em relagédo ao liquido (yPL) e
em relagdo ao sdlido ( y" s) foram obtidas utilizando-se a equagdo 3. Os dados de
energia livre de superficie estdo sumarizados na TABELA 5, onde se pode confirmar
o carater mais hidrofébico da NCBm, quando comparado aos derivados NCBm-PEG,
visto que a medida da componente polar é inferior ao da componente dispersivo.
Assim, a avaliacdo dos dois componentes, polar e dispersivo, permitiu qualificar os
filmes obtidos com produtos de enxerto da NCBm com PEG como mais hidrofilicos
em relacdo a NCBm. Entretanto, para as amostras modificadas ainda prevalece o
carater hidrofébico, exceto para a amostra PEG 200 g.mol! 1:1, que apresenta um

valor maior para componente polar em relagéo a apolar.



TABELA 5 - DADOS DE ENERGIA LIVRE DE SUPERFICIE DETERMINADOS PELO
METODO DE WU PARA AS AMOSTRAS DE NCBm E NCBm-PEGs

AMOSTRAS ENERGIA COMP. COMP. POLAR ANGULO DE
LIVRE DE DISPERSIVA (mN/m) CONTATO ©
SUPERFICIE (mN/m) H20 CHzl2
(mN/m)

NCBm 49,83 £ 0,36 41,7 £ 0,26 8,12+ 0,24 79 27
NCBm-PEG 200 1:1 67,19 £ 0,42 30,14 £ 0,34 37,05+ 0,25 28 52
NCBm-PEG 200 1:2 58,69 + 1,28 32,31+0,10 26,4 +1,28 47 48
NCBm-PEG 300 1:1 63,34 + 0,27 37,35+ 0,21 26,0+ 0,17 44 37
NCBm-PEG 300 1:2 61,57 £ 0,97 34,56 £ 0,12 27,01 £ 0,97 44 43
NCBm-PEG 400 1:1 58,18 + 0,19 36,08 £ 0,11 22,1+0,15 52 40
NCBm-PEG 400 1:2 64,61+ 1,43 35,18+ 0,73 29,43 +1,24 40 42

Oh e Luner (1999) avaliaram a energia livre de superficie da etilcelulose, e
observaram um decréscimo em relagdo a celulose, ou seja a etilcelulose tem um
carater mais hidrofébico que a celulose. Isso ocorre porque as hidroxilas que foram
substituidas pelo grupo etil, reduzindo assim a polaridade da celulose. Este estudo
pode ser associado aos resultados encontrados, visto que aqui objetivou o inverso,
uma vez que adicionamos grupos mais hidrofilicos, resultando em energias livres de

superficie maiores (TABELA 5), promovendo maior hidrofilicidade aos filmes obtidos.

4.7 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

4.71 CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA DOS FILMES

Os filmes depositados também foram avaliados por microscopia de forga
atbmica (AFM). Na FIGURA 21, observa-se um filme com caracteristicas amorfa
para NCBm, de forma semelhante ao observado por Notley e Wagberg (2005). As
imagens mostraram uma organizagao diferente na medida em que as cadeias de
PEG enxertadas foram aumentando. Nota-se o acumulo do material em varias

regides da mica. Ha também, uma visivel alteragcdo morfoldgica dos filmes.
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Varios campos da superficie do filme foram avaliados (ao menos 4 campos de
8x8um), confirmando os estudos de cinética de deposicdo de agua sobre a
superficie dos filmes, realizados por tensiometria. E necessario também salientar
que o processo de dissolucdo, é de fato problematizado na preparacédo de filmes
celulésicos, visto que apesar do material se apresentar mais hidrofilico, conforme as
analises de angulo de contato, a solubilidade nao foi alterada em relagdo ao material

de partida.

4.7.2 CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA DOS FILMES COM FIBRONECTINA
DEPOSITADA.

Os testes de adsorcao proteica foram realizados utilizando-se fibronectina,
que € uma proteina que desempenha um papel bastante importante no processo de
crescimento celular. Essa molécula pode interagir diretamente com uma superficie
(material estranho). Apds o primeiro contato, novas proteinas podem se associar
com as superficies, como colagenos e lamininas, influenciando a interagdo com as
células. Estas reconhecem as proteinas de matriz através das integrinas - uma
familia de receptores de superficie celular, uma vez que a integrinas sdo ocupadas
elas desenvolvem complexos de adesao focal proporcionando a ancoragem de
células a superficie e, consequentemente, desencadeiam a resposta
celular (HYNES, 2002).

Para os filmes com fibronectina depositada, € possivel observar, na FIGURA
21, uma maior adsorgao sobre a amostra NCBm em relagdo as demais amostras
NCBm-PEGs. Esta adsorgao é ligeiramente diminuida na medida em que as massas
molares de PEG aumentam, este fato se deve ao impedimento estéreo da adsorcao

causado pelas cadeias de PEG.



Sem fitbrenectina Com fibronectina
A

NCBm <

NCBm- <
PEG200

NCBm
PEG300<

NCBm
PEG4Od<

FIGURA 21 - IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FORGCA ATOMICA DAS AMOSTRAS DE
NCBm E NCBm-PEG COM OU SEM FIBRONECTINA DEPOSITADA.
UTILIZANDO MICA COMO SUBSTRATO, REALIZADAS EM MICROSCOPIA

5500 AGILENT PICOPLUS MOLECULAR IMAGING, EM MODO CONTATO,
AREA DE 8 pm X 8 pm
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A FIGURA 22 representa uma possivel explicagao para o comportamento da
fibronectina sobre os filmes de NCBm-PEGs, a qual representa a fibronectina
adsorvida a regides menos hidrofilicas, conforme identificada nas imagens de AFM e
analise de angulo de contato. A fibronectina tende a interagir com ela prépria, sendo
repelida pelo PEG para fora do plano.

Desta forma, entende-se que a influéncia sobre a adsorgéo esta relacionada
com o tamanho das cadeias de PEG. Entretanto, ndo é possivel avaliar a mesma
influencia sobre a concentracdo de PEG enxertado.

MICA

VLINCBPEG 300y [ @1

FIGURA 22 — REPRESENTACAO EQUEMATICA DA ADSORGAO DA FIBRONECTINA SOBRE OS
FILMES DE NCBm E NCBm-PEG.

4.7.3 ESPECTROSCOPIA FOTOELETRONICA DE RAIOS - X

Foi investigado a adsorgdo de fibronectina em NCBm e NCBm-PEG
funcionalizado com PEG de massa molar 400g.mol-'. Além disso, considerando o
espectro de XPS para carbono e nitrogénio (C1s XPS e espectros N1s) (Tabela 4).
A intensidade do pico N1s foi usada para estimar a quantidade de proteina

adsorvida. O pico de espectro alta resolucdo de N 1s pode ser decomposto em dois
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picos, 399,6 e 400,5 eV, caracteristicos de NH3* grupos e amina e grupos amida,
respectivamente. O espectro de alta resolugdo C1s pode ser decomposto em trés
componentes, 285.0 (hidrocarboneto), 286,4 (C-N e C-O) e 288,3 (N-C =0 e O-C =
O) eV. A razdo atdmica N total / C total foi 0,295 e 0,185 para amostras de NCBm e
NCBm-PEG- 400, respectivamente, filmes espessos de NCB m- fibronectina
apresentam, 0,27 para valores tedricos e 0,29 valores praticos para NCBm. Estes
resultados mostraram claramente que o revestimento com fibronectina na superficie
NCBm foi completo, enquanto que em NCBm-PEG 400 ocorreu um revestimento

parcial.

TABELA 6- ANALISE DE XPS DOS FILMES DE NCBm E NCBm-PEG 400 REVESTIDOS COM
FIBRONECTINA

Energia de ligacao (eV) NBCm NBCm-PEG 400
Total (%) Valor relativo Total (%) Valor relativo
(%) (%)
285,0 43,4 71,5
Ci1s 286,2 64,7 32,3 71,4 25,3
287,8 24,2 3,2
N1s 399,6 10,6 - 7,3 -
O1s 535,0 24,7 - 21,24 -

5 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

As analises de RMN e DRX ndo demonstram a degradacdo da regido
cristalina da celulose, sugerindo a enxertia de PEG em zonas amorfas da celulose
mercerizada. Em analise de DRX foi possivel confirmar a mercerizagado da celulose,
a qual se organizou de forma antiparalela, observada pelo desaparecimento do
plano 110, bem como pelo o decréscimo no indice de cristalinidade, o que pode ter
contribuido para a reacdo de enxertia de PEG na celulose. Os dados de
cristalinidade obtidos por DRX e RMN, possibilitam concluir que houve degradacgao e
ou enxertia de PEG do material em regiées amorfas.

Nas analises termogravimétricas foi possivel verificar dois eventos, uma para

perda de umidade e o outro para decomposicdo do material, ambos endotérmicos.
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A partir dos filmes foi observado pelas analises de angulo de contato, uma
maior molhabilidade com agua dos filmes em que a NCBm foi enxertada com PEG
em relagdo a celulose mercerizada, atingindo-se assim, o objetivo de tornar o
material mais hidrofilico. Nos filmes com fibronectina adsorvida, foi possivel
relacionar as cadeias de PEG com a baixa adsor¢dao de proteina sobre o filme

polimérico, verificou-se a repulsdo do PEG com a proteina.
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