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RESUMO

SOARES, Jaqueline Jamara Souza. Utilizacdo do nanocompdsito a base de oxido de
grafeno no pericardio bovino empregado em dispositivos cardiovasculares. 2019
118 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares — IPEN-CNEN/SP. Sao Paulo.

A doenga cardiaca valvar € um problema clinico que esti presente em todos os paises
independente do nivel de desenvolvimento econdmico. Anualmente sdo realizadas mais de
275.000 cirurgias para substituicdo da valvula aortica em todo o mundo e a estimativa é
que esse namero triplique até 2050. Dentre as préteses utilizadas destaca-se a bioprotese,
que apesar de apresentar uma rejeicdo menor que a protese mecanica, a sua durabilidade é
reduzida em virtude de sua calcificacdo e posterior deterioracdo. A fim de aumentar a
durabilidade da protese confeccionada a partir do pericardio bovino, neste estudo, foi
incorporado o 6xido de grafeno funcionalizado com amino-polietilenoglicol 4.000 M,
(OG-PEG-NH; 4.000 M,) e 6.000 M, (OG-PEG-NH, 6.000 M,) ao biomaterial. A
incorporacdo do oxido de grafeno funcionalizado ao pericéardio bovino foi realizada, ap6s
sua esterilizacdo com radiacdo gama, de duas formas distintas: por adsorcdo fisica e por
reacdo quimica. Os resultados demonstraram que houve a incorporagdo do OG-PEG-NH,
4.000 M,, verificado pelo aumento dos pardmetros de ensaio de resisténcia analisados,
como por exemplo, a resisténcia a deformacéo plastica permanente e também a carga
méaxima suportada. Em relacdo ao OG-PEG-NH, 6.000 M, houve uma melhora na
biocompatibilidade do nanomaterial, diminuindo a sua citotoxicidade. Sendo assim, pode-
se concluir que o OG-PEG-NH, 4.000 M, possui 0 potencial para melhorar a resisténcia

mecanica e consequentemente aumentar a durabilidade do biomaterial.

Palavras-chave: valvulas cardiacas, Oxido de grafeno, pericardio bovino, amino-

polietilenoglicol.



ABSTRACT

SOARES, Jaqueline Jamara Souza. Use of graphene oxide based nanocomposite on
bovine pericardium used in cardiovascular devices. 2019, 118 p. Dissertacdo (Mestrado
em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-
CNEN/SP. Séo Paulo.

Valvular heart disease is a clinical problem that is present in all countries regardless of the
level of economic development. More than 275000 surgeries are performed annually for
aortic valve replacement worldwide, and it is estimated that this number will triple by
2050. Among the prostheses used, the bioprosthesis stands out, which, although presenting
a smaller rejection than the mechanical prosthesis, its durability is reduced by cause of its
calcification and subsequent deterioration. In order to increase the durability of the
prosthesis made from the bovine pericardium, the functionalized graphene oxide with
amino-polyethylene glycol 4000 M, (OG-PEG-NH,; 4000 M,) and 6000 M, (OG-PEG-
NH;, 6000 M,) to the biomaterial. The incorporation of functionalized graphene oxide to
the bovine pericardium was performed, after its sterilization with gamma radiation, in two
different ways: physical adsorption and chemical reaction. The results showed that the OG-
PEG-NH, 4000 M, was incorporated, verified by the increase of the resistance test
parameters analysed, for example, the resistance to permanent plastic deformation and also
the maximum supported load. In relation to OG-PEG-NH, 6000 M, there was an
improvement in the biocompatibility of the nanomaterial, reducing its cytotoxicity. Thus, it
can be concluded that the OG-PEG-NH; 4000 M, has the potential to improve mechanical
strength and consequently increase the durability of the biomaterial.

Key words: cardiac valves, graphene oxide, bovine pericardium, amino-polyethylene
glycol.
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1 INTRODUCAO

As valvulas cardiacas podem ter o funcionamento comprometido em
decorréncia de algumas patologias, como a doenca cardiaca valvar congénita ou adquirida,
e por problemas de calcificacdo da valvula, dessa forma pode ser necessdria uma
intervencdo cirlrgica para a sua reparacao ou substituicdo (CONTESSOTTO et al., 2017).

Estima-se que o numero de cirurgias para a substituicdo da valvula cardiaca
devera triplicar até 2050, atualmente sdo realizados mais de 275.000 procedimentos anuais
em todo o mundo (VEN et al., 2017).

Nos casos de substituicdo, as valvulas biologicas como a vélvula suina ou
confeccionada a partir de membranas de pericardio bovino (PB), apresentam vantagens em
relacdo as valvulas mecéanicas por ndo demandarem terapia anticoagulante e apresentarem
o funcionamento semelhante ao das valvulas naturais (LODHIA; EVANS, 2018).

Para a confeccdo de valvulas bioldgicas de PB, trata-se a membrana com
agentes de reticulacdo, como por exemplo, o glutaraldeido. Esse tratamento tem como
objetivo reduzir as propriedades antigénicas e melhorar as propriedades mecéanicas do
biomaterial (MAO et al., 2017). No entanto, aproximadamente doze anos pés-implante
ocorre um processo quimico e imunoldgico de calcificacdo degenerativa em decorréncia
desse tratamento, originando fissuras que comprometem a abertura e fechamento dessas
valvulas. Essas falhas estruturais reduzem a sua durabilidade sendo necesséria a sua
substituicdo (TAM et al., 2017).

Para minimizar o problema apresentado e aumentar a durabilidade da
bioprotese estdo sendo desenvolvidos novos tratamentos envolvendo a modificagcdo da
superficie do biomaterial. Com o avanco da nanotecnologia, uma alternativa promissora
para aumentar a resisténcia de biomateriais é a utilizacdo de nanomateriais (NISHIDA et
al., 2014).

O o6xido de grafeno (OG) € um nanomaterial derivado do grafeno que possui
em sua superficie grupos epoxi, hidroxilas, carbonilas e carboxilas que o torna mais
hidrofilico. Esses grupos também promovem interagdes biolégicas ao nanomaterial
permitindo a sua utilizacdo como revestimento na Engenharia de Tecidos (REDDY et al.,
2018).
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Porém, existem algumas preocupagdes da comunidade cientifica sobre o
potencial de toxicidade do OG, o qual esta associado a funcionalizacdo da sua superficie.
Quando esses nanomateriais sdo combinados com outras moléculas por adsorcdo ou
modificados quimicamente, observa-se a melhora da sua compatibilidade com o ambiente
fisioldgico e diminuicdo da sua toxicidade (TABISH, 2018).

Tendo em vista a necessidade de novos materiais biocompativeis com o PB, o
oxido de grafeno funcionalizado com amino-polietilenoglicol (OG-PEG-NH,), apds sua
esterilizacdo com radiacdo gama, pode ser uma alternativa viavel para atuar no aumento da
resisténcia mecanica do tecido.

Aumentando a resisténcia da bioprotese da valvula cardiaca o paciente terad
uma melhora na qualidade de vida, pois ndo havera necessidade de uma nova cirurgia para
substituicdo, ocasionando também uma reducdo de gastos na area da salde em decorréncia

da diminuicdo desses procedimentos cirdrgicos.

1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é o estudo in vitro da influéncia do
nanocomposito OG-PEG-NH, na superficie do pericardio bovino.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar o 6xido de grafeno.

e Funcionalizar por ligacdo quimica e caracterizar o 6xido de grafeno com Amino-
polietilenoglicol.

e Incorporar, por adsor¢do e por reacdo quimica, o oxido de grafeno funcionalizado
ao pericardio bovino.

e Avaliar a citotoxicidade do 6xido de grafeno, 6xido de grafeno funcionalizado, o
extrato do pericardio bovino sem a incorporacdo e o extrato do pericardio bovino
apos a incorporacao, por reacao quimica, do éxido de grafeno funcionalizado.

e Avaliar a resisténcia mecanica e a adsorcao de calcio do pericardio bovino apés a

incorporagdo, por via quimica, do 6xido de grafeno funcionalizado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Valvulas Cardiacas

O coracgdo, responsavel por bombear o sangue para todo o organismo, é
constituido de quatro camaras — dois atrios e dois ventriculos e um sistema de valvulas que
conectam os atrios, o tronco pulmonar e a artéria aorta aos ventriculos (NETO, 2016). A

Figura 1 apresenta um corte esquematico do coragao.

Figura 1- Estrutura do coragdo

N l& Aorta
e B g
: Artéria pulmonar

Veia pulmonar

Auricula esquerda
Valvula adrtica

Veia cava superior \
)

Valvula pulmonar

Auricula direita Valvula mitral

Ventriculo esquerdo

Valvula tricispide

Veia cava :
inferior Ventriculo

direito Septo interventricular

Fonte: SOBOTTA, 2009.

As valvulas sdo responsaveis por evitar que 0 sangue retorne ao compartimento
anterior. No lado esquerdo do coracdo, a valvula mitral € responsavel por evitar o refluxo
sanguineo, enquanto que do lado direito, a valvula responsavel é a tricuspide. No comego
do arco adrtico a valvula semilunar adrtica evita o refluxo sanguineo para o ventriculo
esquerdo e no tronco pulmonar encontra-se a valvula semilunar pulmonar que evita o
refluxo para o ventriculo direito. O ventriculo direito bombeia 0 sangue para os pulmdes
para ser oxigenado, ao passo que o ventriculo esquerdo langa o sangue para a circulagao
sistémica (KLABUNDE, 2012).

Durante o ciclo cardiaco as valvulas sdo responsaveis por assegurar o fluxo
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sanguineo unidirecional. Elas abrem e fecham 100.000 vezes todos os dias 0 que equivale a
aproximadamente 3 bilhdes de ciclos ao longo da vida de um adulto (CONTESSOTO et
al., 2017).

Algumas cardiopatias valvares especificas sdo responsaveis pelo mau
funcionamento das valvulas, sendo necessario um tratamento que envolva técnicas de
reparo ou substituicdo, seja cirurgica ou via transcateter. As duas principais categorias de
doenca valvular sdo classificadas como doencas congénitas e adquiridas. A doenca
valvular congénita estd associada as anormalidades ou defeitos congénitos que possam
surgir durante os estagios iniciais de desenvolvimento. Como por exemplo, defeitos do
septo atrial e ventricular, e fusdo do folheto aortico biclspide. Em contraste, a doenca
valvular adquirida surge apds o desenvolvimento de processos degenerativos que afetam as
valvulas, como exemplos tém-se a regurgitacdo e a estenose (SANCHEZ; BATEMAN;
LAIZZO, 2019).

Em casos de substituicdo, as préteses cardiacas podem ser mecénicas ou

bioldgicas (Figura 2).

Figura 2 - Tipos de préteses cardiacas- Valvulas cardiacas mecénicas: (a) valvula de esfera enjaulada ou
caged-ball; (b) valvula de disco inclinado ou tilting-disk; (c) valvula de dois folhetos semicirculares ou
bileaflet. Valvulas cardiacas biologicas: (d) Valvula de suino; (e) Valvula pericardica de bovino; (f)
Aloenxerto/homoenxerto.

Fonte: BRAUNWALD, 1998; VESELY, 2005.

As proteses mecanicas sdo produzidas de material sintético podendo ser

utilizados polimeros, metais, carbono pirolitico entre outros. As mecéanicas possuem
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elevada durabilidade, entretanto podem provocar respostas trombogénicas obrigando os
pacientes ao uso continuo de anticoagulantes que deverdo ser administrados durante toda a
vida. As proteses biologicas podem ser confeccionadas com material proveniente de
doadores humanos (homologas) podendo ser de individuos geneticamente diferentes, mas
de uma mesma espécie (homoenxertos ou aloenxertos), com tecidos animais (heter6logas)
como o pericardio bovino (PB), ou no caso dos suinos, utilizar a prdpria vélvula. As
biopréteses apresentam o funcionamento muito semelhante com as valvulas nativas, no
entanto sdo menos duraveis porque sdo incapazes de se auto repararem e por sofrerem
danos em sua superficie, devido as forgas repetitivas no ambiente valvular por um longo
periodo de tempo. Além disso, as valvulas mecéanicas e bioldgicas ndo se remodelam a
medida que os pacientes pediatricos crescem, submetendo-os a mudltiplas cirurgias de
substituicdo valvar ao longo de sua vida (ZHU; GRANDE-ALLEN, 2018).

No Brasil, a valvula bioldgica homdloga foi utilizada pela primeira vez em
posicdo adrtica, em 1967 pelo Prof. Dr. Hugo Jodo Felipozzi da Faculdade de Medicina da
Santa Casa de Sdo Paulo (BRAILE et al., 1994). No inicio da década de 70, os Profs. Dr
Luiz Boro Puig, Dr. Geraldo Verginelli e o Dr. Euryclides de Jesus Zerbini da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) desenvolveram no Instituto do
Coracdo (InCor) uma valvula cardiaca confeccionada com dura-mater humana, tratada com
glicerol e implantada pela primeira vez em 21 de Janeiro de 1971 em posigdo mitral (PUIG
etal., 1997; LIMA et al., 2001).

2.2 Aplicacao do pericardio bovino na confec¢éo de bioprotese

As primeiras valvulas cardiacas bioldgicas confeccionadas com pericardio
bovino (PB) e reticuladas com glutaraldeido (GA) foram desenvolvidas e utilizadas pela
primeira vez em marco de 1971 pelo Dr. Marian lonescu da Universidade de Leeds, na
Inglaterra (CIUBOTARU et al.,, 2013; MAO et al., 2017). Desde entdo este material
tornou-se um dos mais utilizados na confeccdo de bioproteses (CABALLERO et al., 2017).

O pericéardio bovino é uma membrana que envolve o coragdo, formada de uma
espessa camada de feixes de fibras de colageno, principalmente tipo I, e elastina, Figura 3,
(SANTOS et al., 2013; TAM et al., 2017; WHELAN et al., 2018).
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Figura 3- Pericardio bovino constituido de Colageno
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i
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Fonte: Adaptado de SILVA; PENNA, 2012; PERUZZO 2013.

O PB possui diversos beneficios que incluem maior biocompatibilidade,
diminuicdo do sangramento da linha de sutura ap6s o implante, facilidade de moldagem,
reducdo das taxas de infeccdo e disponibilidade imediata (RALLAPALLI; LIMAN;
GUHATHAKURTA, 2016).

Atualmente, todas as bioprotese disponiveis comercialmente sdo reticuladas
com GA (TAM et al., 2017). O GA é um dialdeido, alifatico de peso molecular 100 g/mol,
liquido, miscivel em agua, alcool e solventes organicos, acido (pH 3 a 4) como mostra a
Figura 4.

Figura 4- Férmula Estrutural do glutaraldeido

H\ /{:}
I:/

':CI"IQ:'E
C
/N
H ]
GA
Fonte: GOISSIS; BRAILE: GIGLIOTI, 1999.

Os grupos amino dos aminoacidos lisina (Lys) e hidroxilisina (Hyl)
constituintes do colageno | do PB reagem com o GA formando as ligacbes cruzadas
(reticulacdes) do tipo base de Schiff (-CH=N-) (Piza, M. A., 1997) conforme mostra a
Figura 5.
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Figura 5- Reticulagdo do pericardio bovino com glutaraldeido
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Fonte: Adaptado de PIZA, 1997.

A reticulacio com GA apresenta algumas vantagens como a reducdo da
antigenicidade, aumento da resisténcia tecidual do PB, dentre outras. No entanto, essas
bioproteses apresentam falhas estruturais associadas a esse tratamento. A
impermeabilizacdo do PB é um processo rapido resultando em regides ndo reticuladas ou
parcialmente reticuladas. Apds a exposicdo dessas regifes no sistema bioldgico ha a
formagdo de trincas que funcionam como sitios primérios de calcificagdo, ocasionando

falhas ou rupturas na superficie do material (MA et al., 2014) como mostra a Figura 6.

Figura 6 - Proteses valvulares cardiacas. Valvulas cardiacas (A, B) de PB tratadas com GA e prdtese valvular
cardiaca que se encontrava em posi¢do mitral por 8 anos. *Calcificagcdo nodular e rompimentos ao redor de
nodulos calcificados (setas largas).

Fonte: Adaptado de SIDDIQUI, R. F.; ABRAHAM, J. R.; BUTANY, J, 2009.

Além disso, apos o implante as ligagdes cruzadas poliméricas tendem a liberar
no sistema vascular o glutaraldeido na sua forma livre, pela degradacdo hidrolitica parcial
ou reversibilidade de algumas ligacOes cruzadas. Esse composto induz a inibicdo da
endotelizacdo e lise de células em torno da bioprdtese causando a liberagdo de restos
celulares e fosfolipidios. Durante a fixagdo do GA as células do PB perdem suas

propriedades metabolicas e atividades de efluxo de célcio resultando em influxo passivo de
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calcio nas células. Dessa forma, o célcio reage com o fésforo encontrado nos detritos
celulares, como os fragmentos de membrana fosfolipidica, resultando na formacdo de
cristais de apatita de fosfato de célcio dentro das células desvitalizadas (MEURIS et al.,
2018).

Fatores externos especificos do paciente como a hiperlipidemia, doenca renal
cronica, idade, dentre outros também contribuem para a calcificacdo das bioproteses
(PADALA, 2018).

Portanto, apesar da boa aceitacdo das bioproteses confeccionadas com PB, a
calcificagdo dos folhetos reduz a sua durabilidade, em torno de 12 anos de uso, sendo
menor em pacientes mais jovens (TAM et al., 2017). Essa degeneracdo precoce das
biopréteses entre 0s pacientes mais jovens esta relacionada ao aumento da contratilidade e
estresse valvar em individuos com maior atividade (MANKAD et al.,2018).

Anualmente mais de 275.000 pacientes sdo submetidos a cirurgia para
substituicdo da valvula adrtica em todo mundo e a estimativa é que esse numero triplique
até 2050 (VEN et al., 2017). No Brasil, sdo realizados aproximadamente 100.000
procedimentos cirargicos cardiacos anuais, dentre eles 0 maior percentual € representado
pela cirurgia de revascularizacdo do miocardio seguida pela cirurgia valvar (ROCHA;
ALMEIDA, 2018).

2.3 Estudos realizados no tratamento do pericardio bovino

Vaérios tratamentos estdo sendo estudados para melhorar o desempenho
mecanico e inibir a calcificacdo de biomateriais. Um tratamento ideal deve ter baixo custo
e ndo apresentar efeitos citotoxicos (MA et al. 2014).

Agentes de reticulagdo naturais como o genipino (GP) e o &cido de tanino (AT)
obtidos a partir de plantas, foram utilizados na reticulacéo de biomateriais. O GP é extraido
do fruto Gardenia jasminoides Ellis, ndo apresenta efeito toxico no corpo humano e €
muito utilizado na medicina tradicional chinesa. O GP possui grupos ativos como hidroxila
e carboxila que reagem espontaneamente com 0s grupos amino livres de lisina presentes
nos biomateriais, formando as reticulacbes. O GP forma ligagcdes cruzadas mais estaveis
que o tratamento com GA e apresenta menor resposta inflamatoria. Porém, o processo de
extracdo e complexo, gerando um produto com valor agregado alto, limitando sua
aplicacdo (CHANG; TSAI; LIANG, 2002). O AT é encontrado em frutas, sementes de

leguminosas, grdos, dentre outros, podendo interagir com carboidratos, proteinas e
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macromoléculas bioldgicas. O AT interage com o colageno principalmente por forcas
intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio, melhorando sua estabilidade e resisténcia a
degradacéo enzimaética (ISENBURG; SIMIONESCU; VYAVAHARE, 2005).

FERREIRA et al. (2007) verificaram a eficacia na prevencao da calcificacéo do
PB previamente fixado com glutaraldeido e tratado com &cido L-glutdmico. Em
concentracdes de 0,8% e 8% e em pH 3,5 observou-se a retencdo de respectivamente 0,07
e 0,06 mg de calcio/mg de tecido ao passo que na auséncia deste aminoacido a retencao de
calcio foi de 1,03 mg de célcio/mg de tecido.

Em outro estudo, amostras de pericardio bovino quando revestidas com
fibroina de seda ndo sofreram calcificacdo em testes in vitro. A fibroina modifica a
superficie do PB preenchendo as irregularidades presentes na membrana, deixando-a
menos propensa a calcificacdo. Com esse tratamento, obteve-se uma membrana para
confeccdo de uma valvula mais resistente a calcificacdo, a falha por fadiga e
consequentemente com melhor resisténcia mecanica (NOGUEIRA et al. 2010).

GALLYAMOV et al. (2014) estudaram a estabilidade de revestimentos de
quitosana quando aplicados em PB estabilizados com glutaraldeido. A quitosana foi
depositada no PB a partir de solugdes de acido carbénico, H,O saturada com CO, em alta
pressdao. Os macroporos na matriz de colageno colapsam sob a influéncia da alta pressdo e
a quitosana dissolvida, penetra nas paredes dos poros que permanecem em colapso apés a
descompressao. O estudo revelou que o tratamento melhorou a estabilidade das membranas
pericardicas suprimindo a calcificacdo do tecido. Houve um aumento da resisténcia a
tracdo de aproximadamente 14% em relacdo as membranas ndo tratadas, devido ao reforgo
as matrizes de colageno pela quitosana adsorvida. Além disso, a deposi¢do de quitosana
no PB tornou o tecido mais flexivel e com menor rigidez.

TAM et al. (2017) apresentaram uma nova técnica de reticulacdo quimica
utilizando carbodiimida, trissulfato de neomicina e glicose pentagaloil (TRI) em
substituicdo da fixacdo do PB com glutaraldeido. O tratamento com TRI mostrou maior
eficdcia na estabilizacdo da matriz extracelular do PB, produzindo um tecido mais
resistente a degradacdo enzimatica e a deformagdes permanentes sob tensdo estatica. Nos
testes de calcificacdo o tratamento do PB com TRI reduziu de 4 a 6 vezes a mineralizacéo
em relacdo aos resultados obtidos do tratamento com glutaraldeido. Essa melhora nos
resultados foram semelhantes aos tratamentos de anti-calcificacdo j& utilizados
clinicamente como a utilizacdo do &cido 2-amino oleico (AOA), alcool/etanol dentre

outros.
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Os desafios continuam e o0s pesquisadores trabalnam arduamente no
desenvolvimento de novas metodologias para a obtencdo de um tecido com caracteristicas
ideais a ser implantado, isento de calcificacdo, respostas imunoldgicas insatisfatorias e

tromboembolismo.

2.4 Nanomedicina

A revolucdo nanotecnologica teve inicio aproximadamente em 2000 com o
estabelecimento da Iniciativa Nacional de Nanotecnologia dos EUA (NNI), que recebeu
inicialmente um financiamento de US$ 475 milhdes (WOODSON, 2016). Estimativas
indicam que a nanotecnologia terd um impacto de US$ 3 trilhdes na economia global até
2020, exigindo no minimo 6 milhdes de trabalhadores nessa area (KARGOZAR,;
MOZAFARI, 2018).

A definicdo de nanotecnologia ainda ndo foi formalmente aprovada, no entanto
a norma ISO TC2229 JWG1 adotou um consenso de que a nanotecnologia é a aplicacéo do
conhecimento cientifico para controlar e utilizar matéria em nanoescala, em que
propriedades e fendmenos relacionados ao tamanho possam existir (DEVASAHAYAM,
2019). A faixa de tamanho definida pela NNI para nanomateriais (NMs) esta entre 1-100
nm. Nessa escala, os materiais possuem propriedades fisico-quimicas e bioldgicas Unicas,
diferentes do material bulk (OLAWOQY N, 2018).

No campo da nanotecnologia, a nanomedicina aplica-se a produtos medicinais
que utilizam nanomateriais ou a nanotecnologia para o seu desenvolvimento ou produgéo
(MUHLEBACH, 2018). Trata-se de uma area interdisciplinar que une a biologia, a
quimica, a engenharia e a medicina para fornecer solu¢Ges mais eficientes na prevencao e
tratamento de doengas (KARGOZAR; MOZAFARI, 2018).

Na nanomedicina cardiovascular os NMs utilizados podem ser organizados em

trés grupos de acordo com suas principais areas de aplicacdo como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Nanomedicina Cardiovascular

Nanomateriais

Biomateriais Metal /6xidos metalicos A base de carbono

Fonte: Adaptado de LOZANO, 2018.
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O primeiro grupo é composto de biomateriais, como exemplos, lipossomas,
micelas, nanoparticulas (NPs) de fosfato de célcio (CaP), aplicados principalmente em
terapia. O segundo sdo os NMs baseados em carbono, especificamente os nanotubos de
carbono (CNTSs) e 6xido de grafeno utilizados na engenharia de tecidos como componentes
estruturais em scaffolds. Fazem parte do terceiro grupo os metais e éxidos metalicos como
as NPs de ouro (Au), dioxido de cério (CeO,) e didxido de silicio (SiO,) aplicados em
imagem, terapia e também na engenharia de tecidos (LOZANO; TORRES; GARCIA,
2018).

2.5 Oxido de grafeno e 6xido de grafeno funcionalizado com Amino-PEG

Em 1940, uma série de estudos sugeriu o potencial da Unica camada do 6xido
de grafite em exibir caracteristicas eletrdnicas. Somente em 2004, Konstantin Novoselov e
Andre Geim da Universidade de Manchester na Inglaterra, obtiveram uma Unica camada de
grafeno através do processo de micro-esfoliacdo mecéanica da grafite utilizando uma fita
adesiva (Scott Tape), levando o mundo para a “idade do grafeno” (HU et al., 2015).

Em 2010, Novoselov e Geim receberam o prémio Nobel de Fisica (MATSON,
2010) pela descricdo de filmes grafiticos monocristalinos, com a espessura de poucos
atomos, porém estaveis sob condi¢cbes ambientais e de qualidade extraordinariamente alta
(NOVOSELOV et al., 2004). Desde entdo as propriedades, a fabricacdo e as aplica¢des do
grafeno vem sendo investigadas.

O grafeno e seus derivados tém atraido a atencdo na comunidade cientifica
devido as suas propriedades especificas como grande area superficial de 2.620 m%.g™ por
monocamada, excelente condutividade térmica 5.103 W.m™.K™" e elétrica 64 mS.cm™,
estabilidade quimica e alta resisténcia mecanica (YE et al., 2018).

O OG é um dos derivados do grafeno que vem obtendo destaque na area
médica. Existem diferentes metodologias para a produgcdo do OG a partir da grafite
(Tabela 1), como os métodos Brodie, Staudenmaier, Hummers, Tour, Sun e Peng
(DREYER; TODD; BIELAWSKI, 2014).
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Tabela 1 - Principais métodos usados na preparagéo do OG

) ) . Razdo entre Resistividade
Método Oxidante Solvente  Aditivo o 5
carbono/oxigénio 10° Q.m

Brodie KCIO; HNO;3; - 2,4-29 0,150-60,00
_ HNO;3;
Staudenmaier KCIO; - 2,2 120,00
Fumegante
Hummers KMnO, H,SO, NaNO; 1,8-2,5 0,005-0,01
Tour KMnO,4 H,SO, H3PO4 0,7-1,3 0,200-1000,00
Sun KMnO,4 H,SO, - 25 0,18
Peng K,FeMO, H,SO, - 2,2 2,70

Fonte: Adaptado de PENDOLINO; ARMATA, 2017.

O método Hummers € o mais utilizado pelos pesquisadores porque € mais
rapido em relagdo aos outros descritos na literatura, eficiente e seguro. Durante a sintese
por Hummers pode ocorrer a contaminacdo do OG pelo excesso de permanganato, no
entanto esse contaminante pode ser eliminado pelo tratamento com H,0, seguido de
diversas lavagens com &gua deionizada (TIWARI; SYVAJARVI, 2015).

O método Hummers (Figura 8) é baseado na oxidacdo da grafite a partir da
mistura de KMnO,4, H,SO4 e NaNOj3 que apds a oxidacdo, tem seu Oxido esfoliado em
suspensdo via ondas ultrassdnicas, produzindo as nanofolhas de OG (MEHNATI;
TAHERI; BORDBAR, 2018).

Figura 8 - Método Hummers

Oxidagdo Dispersdo
Grafite e Oxido de grafite ——————p Oxido de grafeno
0-Gr Esfoliacdo 0G

Fonte: RAMALINGAM et al., 2013.
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O nitrato de sédio (NaNOs3) permite 0 aumento da distancia entre as camadas
da grafite, facilitando a oxidagcdo dos planos basais (CHOWDHURY; SINGH; PAUL,
2014). Essa oxidacdo ocorre principalmente pela presenca do heptdxido de dimanganés
(Mn,05) formado pelo permanganato de potassio (KMnO,) em acido sulfurico concentrado
(H,SO,4). Oxidantes & base de permanganato sdo importantes nessa sintese, pois
introduzem uma maior quantidade de oxigénio funcional resultando em uma maior
proporcéo de carbonilas e carboxilas (DREYER, et al., 2014).

O oxido de grafeno apresenta em sua superficie grupos funcionais tais como
epoxi, hidroxilas, carbonilas e carboxilas (Figura 9), cuja presenca fornece hidrofilicidade
ao material (REDDY et al., 2018).

Figura 9 - Oxido de grafeno

Epoxi Hidroxila Carbonila Carboxila

Fonte: SADYRALIEV, 2018.

Os grupos de &cidos carboxilicos, epoxis e as hidroxilas presentes no plano
basal do OG também conferem ao nanomaterial a capacidade de interagir com outras
moléculas permitindo a sua utilizacdo como revestimento na Engenharia de Tecidos
(REDDY et al.,2018).

A funcionalizagdo do OG tem como objetivo melhorar as propriedades do
material gerando nanocompositos com uma ampla gama de aplicagdes (SHIN et al., 2016).

Existem dois processos para a funcionalizacdo da superficie do OG, por
adsorcéo realizada por interacbes de hidrogénio, Van der Waals e eletrostaticas; e por
reacdo quimica em que os grupos funcionais de oxigénio sdo utilizados para alterar a
funcionalidade superficial do nanomaterial. Geralmente, os grupos de acidos carboxilicos
sdo usados para ancorar outras moléculas e para isso esses grupos sao ativados por agentes
de condensacdo como o cloreto de tionila (SOCI,), 1-etil-3-(3dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), N,N diciclohexilcarbodiimida (DCC) ou 2-hexafluorofosfato de 2-(7-
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aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurio (HATU). A subsequente adicdo de
espécies nucleofilicas, como aminas ou alcoois, produz o éxido de grafeno covalente com a
formacéo de amidas ou ésteres (GEORGAKILAS, 2014).

Embora estudos recentes tenham demonstrado a aplicabilidade in vitro e in
vivo do oxido de grafeno na nanomedicina, existem ainda algumas preocupac¢des dos
pesquisadores sobre o seu potencial de toxicidade. A toxicidade do OG esta relacionada
com diversos fatores como, por exemplo, a superficie do material (estrutura quimica ou
natureza dos revestimentos funcionalizados), métodos de sintese, tamanho, impurezas
como o manganés dentre outros (SEABRA et al., 2014).

A PEGuilacéo, 6xido de grafeno funcionalizado com Amino-PEG (OG-PEG-
NH;) como mostra a Figura 10, tem sido utilizada na reducdo da toxicidade e dos efeitos

colaterais do OG em culturas celulares in vitro e em estudos in vivo (TABISH, 2018).

Figura 10 - OG-PEG-NH,
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Fonte: XU et al., 2014.

Experimentos in vitro realizados com a incubacéo de varias culturas celulares
como as células linfoblasticas (RAJI), células de cancer de célon (HCT-116), carcinoma
ovariano humano (OVCAR-3) dentre outras, com o OG-PEG-NH;, ndo apresentaram
citotoxicidade até 100 pg/mL (SEABRA et al., 2014).

Em estudos in vivo, uma dose de 20 mg/kg de OG-PEG-NH; foi injetada em
camundongos por um periodo de trés meses. Apds 1, 7 e 30 dias de experimento foram
realizadas analises hematolGgicas, exames histologicos e bioquimicos do sangue, 0s quais,
ndo foram observados nenhum efeito toxico decorrente do tratamento (HU et al., 2015).

Sendo assim, a funcionalizacdo do OG com amino-PEG parece ser uma rota

segura na reducgéo da toxicidade.
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2.6 Utilizagdo do OG na engenharia de tecidos

Existem diversas possibilidades de aplicacdes de materiais a base de grafeno na
medicina regenerativa e Engenharia de Tecidos como neural, 6sseo, cartilaginoso, cardiaco
entre outros (SHIN et al., 2016).

SOLANKI et al. (2013) demonstraram que uma monocamada de
nanoparticulas de silica revestida com OG aumentou a diferenciacdo neuronal de Ceélulas-
tronco neurais humanas (hNSCs) induzindo excelente alinhamento axonal.

Biominerais como o carbonato de célcio (CaCO3) incorporado com grafeno e
OG aumentou a biomineralizagdo e a diferenciacdo osteogénica celular. Folhas de OG
foram utilizadas para a sintese de um filme hibrido de OG-CaCOj; condutivo e
biocompativel que, quando incubado em fluido corporal simulado (SBF) foi transformado
em cristais de hidroxiapatita carbonatada (HAp) de osso (SHIN et al., 2016).

Uma estrutura de cartilagem hibrida composta por condroitim sulfatetracriloilo,
polietilenoglicol metil éter-E-caprolactona-cloreto de acrilico e OG (CSMA/ PECA/ OG)
foi utilizada para mimetizar um ambiente 3D onde células de cartilagem foram crescidas.
Houve proliferacdo dessas células com alta viabilidade in vitro indicando
biocompatibilidade do scaffold (LIAO et al., 2015).

Construgdes 3D de multiplas camadas foram desenvolvidas utilizando camadas
intercaladas de células, separadas com filmes finos de OG para a constru¢do de um tecido
cardiaco, a partir de cardiomidcitos e células endoteliais. A presenca do filme de OG atuou
como uma camada adesiva entre as diferentes camadas de células, melhorando a producéo,
o0 acoplamento e a organizacdo de células cardiacas (SHIN et al., 2014).

A maioria dos hidrogéis usados na Engenharia de Tecidos cardiacos como a
matriz extracelular (ECM), mimetizando microambientes celulares sdo mecanicamente
mais fracos que o tecido natural. A incorporacdo do OG em scaffolds de hidrogel hibrido
de metacriloila (GelMA) melhorou as propriedades mecanicas e aumentou a condutividade
elétrica desse material, inerentemente isolante. Consequentemente, o aumento da
condutividade elétrica melhora a sinalizacdo célula-célula ampliando a propagagdo do
sinal, que sdo caracteristicas importantes na Engenharia de Tecidos cardiacos (CHA et al.,
2014).

Em 2014, estudos demonstraram que a adsor¢cdo do OG em scaffold de
colageno aumentou o crescimento celular e a resisténcia do material a compressdo
(NISHIDA et al., 2014).

KANG et al. (2015) comprovaram em seu trabalho que nanofolhas de OG
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incorporados por ligacdo quimica em scaffolds de coldgeno promoveram a diferenciacao
osteogénica de células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs) cultivadas nos scaffolds
além de melhorar as propriedades mecanicas desses suportes.

Em outro estudo, o OG foi adicionado ao metacriloil tropoelastina
recombinante humana (MeTro) para desenvolvimento de um biomaterial eléstico e
eletricamente condutivo para Engenharia de Tecidos cardiacos. A adi¢cdo de OG a matriz
MeTro aumentou sua condutividade elétrica, melhorou seu modulo de elasticidade em 53%
e a tensdo de ruptura em 45% (ANNABI et al., 2016).

Dessa forma, as extraordinarias propriedades mecanicas, elétricas e a
capacidade do OG em ser combinado com uma variedade de materiais bioativos, vém
motivando os pesquisadores a utiliza-lo na engenharia de tecidos para projetar materiais

com caracteristicas desejadas.

2.7 Radiacao lonizante

O processo de radiacdo tem como finalidade alterar as caracteristicas quimicas,
fisicas ou bioldgicas de materiais e produtos aumentando sua utilidade, valor ou reduzindo
seu impacto no meio ambiente (CLELAND, 2006).

Radiacdo ionizante € a radiacdo com energia suficiente para deslocar elétrons
de atomos ou moléculas fortemente ligados, essa energia & aplicada nas moléculas
induzindo excitacdo, ionizacao e cisao das ligagdes quimicas (SANTOS, 2017).

A radiacdo ionizante pode ser classificada em dois grupos, eletromagnética
como, por exemplo, 0s raios-gama, raios X, ultravioleta e luz visivel; e particulada as
particulas Alfa, Beta, néutrons, elétrons e protons. As radiacdes particuladas possuem
menor poder de penetracdo que a eletromagnética, como 0s raios-gama e raios X
(MOREIRA, 2006).

Os raios-gama s&o emitidos por is6topos radioativos de *°Co, e *¥'Ce. 0 *°Co é
um is6topo radioativo sintético produzido a partir do isétopo *°Co pela absorcdo de
néutrons em reatores nucleares. O ®°Co possui uma meia-vida de 1925,28 dias (cerca de
5,25 anos), o que equivale a uma perda de atividade de 50% a cada 5,3 anos. Os raios-
gama emitidos pelo ®°Co é de 1,17 e 1,33 MeV com grande poder de penetracdo, sendo
ideal para processar produtos diversificados, materiais espessos e de alta densidade que
necessitam uniformidade de dose (WU, 2019).

Uma definicdo importante para qualquer processo de irradiacdo é a dose
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absorvida, pois os efeitos do processo estdo relacionados a este valor. A dose absorvida é a
energia ionizante fornecida pela radiagdo por unidade de massa do material. A unidade
internacional de dose é o gray (Gy), que equivale a absorcdo de um joule por quilograma
(J/kg). Na maioria das aplicacdes de processamento de radiacdo, a unidade mais utilizada é
o kilogray (kGy). Além da dose absorvida, a taxa de dose também é considerada no
processo de irradiacdo, trata-se da quantidade de dose depositada por unidade de tempo e é
expressa em Gy.s™* ou kGy.h™? (SANTOS, 2017).

2.8 Aplicacdo da radiacdo gama (y) na esterilizacdo de materiais

Esterilizacdo é um procedimento importante na fabricacdo de dispositivos
biomédicos estéreis destinados ao uso clinico, como o implante. A definicdo de esterilidade
aceita mundialmente é definida como a probabilidade de encontrar ndo mais que um micro-
organismo viavel em um milhdo de materiais esterilizados (RALLAPALLI; LIMAN;
GUHATHAKURTA, 2016).

A esterilizacdo por radiacdo pode ser classificada de dois tipos, a esterilizacdo
por radiagdo gama, que utiliza raios gama de alta energia e a esterilizagdo por feixe de
elétrons que emprega um fluxo constante de elétrons (TIPNIS; BURGESS, 2017).

A radiacdo gama emitida por *°Co é comumente utilizada na esterilizacéo de
materiais medicos e no processamento de alimentos com o objetivo de desinfectar e
aumentar a vida de prateleira.

Com fins de esterilizacdo, a radiacdo gama produz modificagdes no DNA das
células dos micro-organismos, provocando lesbes estruturais que acarretam alteragdes
funcionais graves por difusdo de radicais livres na célula (AQUINO, 2012). Além disso,
comparado com outros metodos de esterilizacdo, como vapor, calor seco e Oxido de
etileno, a radiacdo de raios-gama € segura, limpa e facil de manusear (WU, 2019).

A dose minima necessaria para atingir o nivel de garantia de esterilidade
depende da carga bioldgica inicial, da radiosensibilidade dos micro-organismos e do nivel
de garantia de esterilidade necessaria para o produto. O nivel de garantia de esterilidade ou
sterility assurance level (SAL) é estabelecido em 10 micro-organismos/mL e define a
probabilidade de um micro-organismo viavel ser encontrado em um produto apds a
esterilizacdo (AQUINO, 2012). Em conformidade com a norma ISO 11137-2:2006, a dose
de radiacdo aplicada para fins de esterilizacdo é de 25 kGy para alcancar o nivel de
garantia de esterilidade de 10 (1ISO 11137-2:2206).
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Portanto, devido as vantagens apresentadas quanto a esterilizacdo por radiac&o,
nesse estudo adotou-se a esteriliza¢do por raios-gama dos nanocompasitos.



34

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes quimicos

P4 de grafite com pureza de 99,99%, permanganato de potéssio (KMnQy),
nitrato de sodio (NaNQOs), perdxido de hidrogénio (H.O), éter etilico ((C,Hs),0) foram
adquiridos da Merck, cloridrato de N- (3-dimetilaminopropil-N'-etilcarbodiimida) (EDC) ,
ftalimida de potassio (CgH4sKNO,), piridina (CsHsN), cloreto de tosilo (TsCl),
polietilenoglicol diamina (PEG-diamina 6.000), sulfato de hidrazina (HsN,O,4S) da Aldrich
Chemistry, &cido sulfurico concentrado (H,SO,) e N, N-dimetilformamida (DMF) da
Vetec Quimica Fina, acido cloridrico (HCI), hidroxido de sodio (NaOH) e diclorometano
(CH.Cly) da CAAL, polietilenoglicol (PEG 4.000), etanol (C,HsOH), carbonato de
potéssio anidro (K,COs) e sulfato de sodio anidro (Na,SO,4) da Labsynth, dispositivo de
filtro centrifugo Amicon, 15 mL, 10 kDa MWCO (Millipore).

3.2 Equipamentos

Para a sintese do nanocompoésito (OG), do amino polietilenoglicol e
funcionalizacdo do éxido de grafeno foram utilizadas uma ultracentrifuga da marca Hitachi
modelo CR 20B, centrifuga de bancada Excelsa da marca Fanem modelo 206 BL,
desruptor de célula ultrassénico Unique 19 kHz 500 W, ultra sonicador da Sanderultrasonic
modelo Soniclean 2PS, manta com agitacdo magnética e agitador com aquecimento da
marca Fisatom, bomba a vacuo Biomec modelo B740/Q, balanca analitica da Shimadzu
modelo AUY 220, evaporador rotativo modelo 802 da marca Fisatom.

O equipamento utilizado na irradiagdo dos nanocompositos foi o Irradiador
Multiproposito de Cobalto-60 do CTR/IPEN/CNEN-SP. Segundo a International Atomic
Energy Agency (IAEA) essa instalacdo pertence a categoria IV e de acordo com a
Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN) esta inclusa no Grupo 1 (SANTOS,
2017)". A atividade atual da instalacdo, medida em Fevereiro de 2018, é de 14,8 PBq
(400,00 KCi).

! Categoria 1V: Irradiadores que mantém suas fontes radioativas armazenadas em uma piscina de agua,
quando ndo estdo em uso. Grupo 1: Instalagdo de grande porte que utilizam fontes radioativas seladas em
processos industriais induzidos por radiacao.
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3.3 Vidrarias

Baldes de fundo redondo com 3 bocas esmerilhadas de 1 L e 250 mL, baldo
volumétrico de 250 e 100 mL, baldo de fundo redondo de 50 mL, Béqueres de 1000, 100 e
600 mL, proveta de 50 e 100 mL, condensadores de refluxo Allihn, funil de decantacédo de
250 e 125 mL, funil de Buchner, funil de vidro, kitassato, Erlenmeyer, termdmetros,

baguetas de vidro, pipetas de Pasteur, pipetas graduadas, vidro de reldgio e placas de Petri.

3.4 Sinteses dos materiais

Os experimentos e ensaios realizados nesse trabalho estdo estruturados nas

etapas a seguir (Figura 11) e foram feitos, ao menos, em triplicata.

Figura 11 — Fluxograma dos experimentos e ensaios realizados no trabalho
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3.4.1 Sintese do 6xido de grafeno (OG)

O oxido de grafeno foi sintetizado utilizando o método de Hummers
modificado (HUMMERS; OFFEMAN, 1958). Em um bal&o de 3 bocas de 1000 mL foram
adicionados 3 g de grafite, 3 g de NaNO3 e 140 mL de H,SO,, essa mistura foi agitada num
banho de gelo durante 1 h. Em seguida, 18 g de KMnO, foram adicionados lentamente
mantendo a temperatura em 10 °C. Ao término da adicdo do permanganato de potassio, a
solucéo foi agitada por 2 h em temperatura ambiente. Apos esse periodo, a temperatura foi
ajustada para 35 °C mantendo a agitacdo por mais 1 h. Ao término dessa etapa a
temperatura da mistura foi elevada entre 90 até 100 °C e mantida constante por 1 h
enquanto 240 mL de 4&gua deionizada foram adicionadas continuamente. Foram
adicionadas mais 300 mL de agua deionizada e a solucdo foi reservada. Em temperatura
ambiente, foi adicionado a solucgdo, 10 mL de H,O, sob constante agitacdo. O produto da
reacdo foi lavado sucessivamente com solugdes de NaOH [1,0 M] e HCI [1,0 M] , 4gua
deionizada e centrifugado a 12.000 rpm até atingir o pH 7. A fase liquida foi extraida e ao
oxido de grafite foi adicionado etanol. Essa solucdo foi dispersa no desruptor de célula

ultrassénico e o 6xido de grafeno obtido foi seco a temperatura ambiente.

3.4.2 Sintese do amino-polietilenoglicol (PEG-NH)

A sintese do amino-polietilenoglicol foi realizada por amidacdo do
polietilenoglicol conforme o método adaptado descrito por MUTTER (1978). Em um baldo
de 250 mL foram adicionados 0,5 g de TsCIl, 45 mL de diclorometano, 1 g de
polietilenoglicol (PEG 4.000) e 1 mL de piridina para a obtencdo do derivado de alcool
tosilado. A solugéo foi mantida sob agitacdo por 12 h em temperatura ambiente. Apds esse
periodo, foi adicionado 20 mL de HCI [1M] para separacédo das fases. A fase organica foi
lavada com 20 mL de agua destilada e na sequéncia foi adicionado sulfato de sodio anidro
para sua secagem. O material obtido foi filtrado e evaporado. Ao produto obtido foram
adicionados 1,5 g de K-ftalimida, 30 mL de DMF e a mistura foi agitada sob N, a 120 °C
durante 4 h e 30 min. Apos esse periodo a solucéo foi resfriada e foram adicionados 200
mL de éter etilico para a precipitacdo do produto. O precipitado obtido foi filtrado e na
sequéncia foram adicionados 0,5 g de sulfato de hidrazina, 0,53 g de carbonato de potassio
(anidro), 20 mL de etanol. A mistura foi aquecida, agitada por 30 min. e mantida sob

refluxo por 4 h, apos esse tempo foi resfriada. Finalmente, foram adicionados 25 mL de
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éter etilico para precipitagio do produto final, o qual foi obtido por filtracéo.
Como o PEG-NH; é hidrofilico, o composto foi mantido em um dessecador sob vécuo até

a sua utilizacao.

3.4.3 Funcionalizacdo do 6xido de grafeno

A funcionalizacdo do 6xido de grafeno foi realizada por amidacdo empregando
0 amino-PEG (PEG-NH,) como descrito por YANG et al. (2013). Em um baldo de 50 mL
foram adicionados 100 mg de OG, 1,8 g de NaOH e 10 mL de 4gua deionizada e a mistura
foi aquecida a 55 °C durante 4 h. Apos esse periodo, 6 mL de HCI foram adicionados. O
produto obtido foi lavado com &gua deionizada e recolhido apos centrifugacao de
10.000 rpm. O OG foi disperso em 100 mL de agua deionizada, seguido pela adicdo de
250 mg de PEG-NH; 4.000 M,, ou PEG-NH, 6.000 M, e levado para banho ultrassénico
por 15 min. Na sequéncia, foram adicionados 50 mg de EDC e a dispersdo resultante foi
levada novamente para o banho ultrassénico por mais 30 min., esse processo foi repetido
novamente. A solucdo foi mantida em agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por cerca
de 12 h.

O produto obtido foi centrifugado a 14.000 rpm durante 30 min. para remocao
de agregados. O sobrenadante foi recolhido, lavado e centrifugado a 3.600 rpm em um
filtro Amicon de 15 mL (MWCO = 10 kDa) para remocdo do excesso de PEG e EDC. O
produto final obtido foi uma solucdo de OG-PEG-NH, 4.000 Mn ou OG-PEG-NH,
6.000 M,.

A escolha por trabalhar com PEG-NH; de diferentes tamanhos teve como
objetivo diminuir a calcificacdo da membrana visto que na literatura é descrito que PEG-
NH, com tamanhos a partir de 4.000 M, inibi a absor¢cdo de célcio (VASUDEYV,
CHANDY, 1999).

3.5 Método de secagem do OG-PEG-NH,

Moléculas de agua irradiadas sofrem radiolise, formando hidroxilas e

hidrogénios radicais como é mostrado na equacao 1.

H,0 » OH + H (1)
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Esses radicais sdo altamente reativos em decorréncia da presenca de 4tomos
cuja Ultima camada ndo apresenta o numero de elétrons suficientes para manter a
estabilidade da estrutura. Sendo assim, os radicais livres interagem quimicamente entre si
ou com moléculas proximas a eles danificando-as (NOUAILHETAS, 2015).

Para evitar possiveis interacdes indesejaveis 0 OG-PEG-NH,, inicialmente em
solucdo, foi seco e posteriormente submetido a irradiag&o.

A secagem foi realizada em um liofilizador da marca Thermo Fisher disponivel
no Laboratdrio de Quimica Organica Marinha do Instituto Oceanografico da Universidade

de S&o Paulo (I0-USP) em colaboragéo com a Dra. Satie Taniguchi.

3.6 Irradiacdo do 6xido de grafeno e 6xido de grafeno funcionalizado

O OG-PEG-NHj; foi esterilizado por radiacdo gama com a dose de 25 kGy e
taxa de dose de 7,99 kGy/h utilizando o irradiador Multipropésito de ®°Co do Centro de
Tecnologia das Radiacdes (CTR-IPEN/CNEN-SP).

As amostras de OG-PEG-NH, foram colocadas em recipientes de vidro com
tampa de polietileno, na presenca de ar, fechadas e depositadas em uma caixa de papelao.
Esse material foi irradiado de forma estacionéria, ou seja, alocado na camara de irradiacao
em uma posi¢do com taxa de dose conhecida. No irradiador utilizado o sistema de fontes
radioativas foi deslocado do fundo da piscina de agua e as fontes foram mantidas expostas
na camara de irradiacdo por 3 horas para que o processo seja finalizado. Para a irradiacéo

do OG foi utilizado 0 mesmo procedimento.
3.7 Obtencao das membranas de pericardio bovino

As membranas de pericardio bovino utilizadas neste trabalho sdo
comercializadas pela empresa Biocardio e Braile Biomédica. As membranas adquiridas séo
mantidas imersas em formaldeido 4% até a utilizacdo e possuem as medidas de 12 cm X
8 cme 11 cm x 9 cm, respectivamente.

3.8 Lavagens das membranas de pericardio bovino

A remocdo do formaldeido da membrana de pericardio bovino foi realizada
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mecanicamente por lavagens sucessivas com solucéo fisiologica 0,9% de cloreto de sddio
(NaCl), conforme protocolo estabelecido pelo Instituto do Coragéo (InCor) HC-FMUSP
(BORGOGNONI et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2010).

3.9 Incorporagéo do 6xido de grafeno funcionalizado no pericardio bovino

O O&xido de grafeno funcionalizado foi incorporado ao PB por duas vias
distintas, adsor¢éo e por reagcdo quimica.

Nos ensaios de resisténcia utilizou-se 0 OG-PEG-NH; 4.000 M, (adsorcdo e
reagdo quimica) e foram adicionados 4,3 mg (3% m/m) do nanomaterial ao PB de
141,7 mg.

Nos ensaios de resisténcia no qual foram utilizados 0 OG-PEG-NH, 6.000 M,
(reacdo quimica) foram adicionados 11,5 mg (3% m/m) e 23,0 mg (6% m/m) do
nanomaterial a 384,0 mg do PB.

Para o ensaio de calcificacdo foi utilizado o OG-PEG-NH, 6.000 M, (reacéo
quimica) na proporcao de 10% (m/m) do nanomaterial ao PB que corresponde a 7 mg e

70 mg, respectivamente.

3.9.1 Incorporagdo por adsorcéo

Foram adicionados ao pericardio bovino uma mistura contendo 10 mL de
solugéo salina 0,9% NaCl e 3% (m/m) de OG-PEG-NH, de 4.000 M. Para isso, a mistura
foi preparada da seguinte forma: em um Béquer de 20 mL foram adicionados a solucéo
salina e 0 OG-PEG-NH, previamente esterilizado. A mistura foi colocada em um
equipamento de ondas ultrassdnicas de 85 W por 40 min. em banho de gelo e temperatura
ambiente para a dispersdo do OG-PEG-NH;. Na sequéncia, a mistura foi transferida para
uma placa de Petri e 0 PB foi imerso. A mistura foi mantida em um equipamento de ondas
ultrassénicas por 40 min. em banho de gelo e temperatura ambiente. Apos essa etapa, 0
pericardio foi lavado diversas vezes com solucdo salina para remoc¢do do OG-PEG-NH,

que néo foi incorporado.

3.9.2 Incorporacgéo por reagdo quimica

Na incorporagdo por reagdo quimica foi adicionado ao PB 8 mL de solucgéo
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salina (0,9% de NaCl) e para os materiais OG-PEG-NH; 4.000 M, e OG-PEG-NH,
6.000 M,, foram incorporadas as mesmas proporcoes de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC).

A incorporacdo por reacdo quimica foi realizada de acordo com o método
adaptado descrito por KANG et al. (2015). A mistura foi preparada da seguinte forma: em
um béquer de 20 mL foram adicionados a solucdo salina e 0 OG-PEG-NH, previamente
esterilizado. Na sequéncia, essa mistura foi colocada em equipamento de ondas
ultrassénicas de 85 W por 40 min. em banho de gelo e temperatura ambiente para a
dispersdo do OG-PEG-NH,. Para ativar os grupos carboxilicos do OG-PEG-NH; foi
adicionado o 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e a solucdo foi mantida
sob agitacdo por 15 min. Apds essa etapa, a mistura foi transferida para um tubo Falcon de
10 mL e o pericardio bovino foi imerso. A mistura foi mantida em um agitador orbital
marca SP Labor com velocidade 9 sob temperatura ambiente por 6 h. No final desta etapa,
a solucdo foi acidulada com é&cido cloridrico (HCI) 0,1 M até pH em torno de 5.
Finalmente, o pericardio bovino foi lavado diversas vezes com solucao salina para remocao

do excesso de EDC e do OG-PEG-NH; que ndo foi incorporado.

3.10 Método de secagem das membranas de pericardio bovino

Para as caracterizacdes das amostras de PB, as membranas foram liofilizadas
utilizando o tratamento térmico annealing (BORGOGNONI et al., 2010).

Para a realizacdo do tratamento térmico (annealing) as membranas de PB
foram congeladas até -50 °C a 2 °C/min. Atingida a temperatura de -50 °C, as amostras
foram aquecidas até a temperatura de -20 °C e essa temperatura foi mantida fixa por 1 h.
Finalmente, as amostras sdo congeladas até a temperatura de -50°C antes de iniciar o
processo de liofilizacdo. A secagem primaria foi conduzida com temperatura de -5°C a
uma pressdo na camara de 0,16 torr ou 1,5 bar. A secagem secundaria foi conduzida com
temperatura de 25°C sob a mesma pressdo e as amostras foram mantidas nessa
temperatura por 3 h antes de serem retiradas. Apos a liofilizagdo o material foi mantido em
um dessecador sob vacuo para ndo ocorrer a absor¢do da umidade. A liofilizagdo foi
realizada em um liofilizador da marca Labconco no Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB-USP) em colaboragdo com o Dr. José Gregorio Cabrera

Gomez.
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3.11 Técnicas de caracterizacao
Seguem as técnicas analiticas empregadas nas caracterizacfes das amostras.
3.11.1 Espectroscopia vibracional e eletronica

Os espectros de Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foram
adquiridos utilizando um espectrometro da marca Bruker FTIR, modelo Alpha com o
acessorio de reflexdo total atenuada (ATR). Foram realizadas 32 varreduras e 0s espectros
foram obtidos de 4.000 a 450 cm™. Os espectros Raman foram obtidos por meio de um
microscopio Renishaw inVia Reflex, equipado com cadmera CCD (Renishaw, 600x400
pixels); utilizando a linha laser em 633 nm (laser de HeNe, Renishaw). As deconvolugbes
dos espectros Raman foram realizadas utilizando o programa GRAMS/AI™ Spectroscopy
Software-Thermo Fisher Scientific. Os equipamentos de FT-IR e Raman pertencem ao
Laboratorio de Espectroscopia Molecular do Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo (1Q-USP) e os experimentos foram realizados em colaboracdo com a Dra. Dalva
Ldcia Araujo de Faria.

Os espectros eletronicos (UV-VIS) foram obtidos em um espectrofotdmetro
Lambda 25 da marca Perkin Elmer que pertence ao Laboratério de Gestdo Ambiental e
Residuos do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (1Q-USP).

Para a efetivacdo das espectrometrias de massas (EM), foi utilizado o
equipamento MALDI TOF/TOF, modelo Ultraflextreme da marca Bruker. A matriz
empregada nas analises foi de DHB- acido 2,5 dihidroxibenzoico e os espectros foram
obtidos no modo de aquisi¢do de reflexdo. O equipamento pertence a Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (IQ-USP).

Para a realizacdo das espectroscopias de fotoelétrons excitados por raios-X
(XPS) foi utilizado o equipamento da marca Thermo Scientific modelo K-Alpha que
possui uma fonte de raios-X-Monocromador micro focalizado, Al Ka com tamanho de
ponto varidvel (30-400 um em passos de 5 pum). Os espectrdmetros pertencem ao
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano) situado no Centro Nacional de
Pesquisas em Materiais (CNPEM), Campinas e a Universidade Federal do ABC (UFABC).
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3.11.2 Estrutura cristalina

As analises por difracdo de raios X (DRX) foram realizadas no Centro de
Combustivel Nuclear (CCN-IPEN/CNEN-SP) utilizando o equipamento DRX Bruker,
modelo DSADVICE equipado com tubo de cobre (Cu), de 2° até 80°09, 40 KV e 30 mA,
monocromator de grafite e detector de cintilago.

3.11.3 Estabilidade Térmica

As analises termogravimétricas foram realizadas sob atmosfera dindmica de ar
de 100 mL min™ utilizando um analisador térmico diferencial simultaneo (STDA), que
coleta dados de fluxo de calor e de variagdo de massa, modelo SDT Q 600 (TA Instruments
— Waters L. L. C., New Castle, DE, EUA), disponivel no Centro de Tecnologia das
Radiacbes (CTR-IPEN/CNEN-SP). Amostras de aproximadamente 3,0 mg foram
depositadas em cadinhos de alumina e aquecidas a razdo de 10 °C min™ partindo da

temperatura ambiente até 800 °C.

3.11.4 Potencial Zeta

Os potenciais zeta foram determinados medindo a dispersdo de luz

eletroforética (ELS) utilizando o equipamento LitesizerTM 500 da empresa Anton-Paar.

3.11.5 Morfologia

As caracterizagBes morfoldgicas das amostras foram avaliadas por microscopia
de Forca Atdémica (AFM) marca Park Systems, modelo MX10, constante de forca de 2,8
Nm™ e frequéncia de ressonancia de 75 kHz. As imagens foram obtidas utilizando o
contato intermitente e ponteira de silicio revestida com Pt/Ir para as analises do OG e 0
OG-PEG-NH; e de silicio para as amostras de pericardio. As amostras de OG e OG-PEG-
NH, foram dispersas em agua deionizada (0,05 mg.ml™) e sonicadas por 40 min. Apés esse
periodo, as dispersdes foram gotejadas sobre um porta amostra recoberto com mica e
mantidas em um dessecador para secagem. O equipamento utilizado pertence ao
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano) situado no Centro Nacional de

Pesquisas em Materiais (CNPEM). Alem das caracterizagdes por AFM, foram realizadas
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imagens das nanoparticulas por microscopia eletronica de transmissdo (MET). Para isso,
foi utilizado o procedimento de preparacdo das amostras descrito anteriormente, para as
aquisicdes das imagens por AFM. O equipamento utilizado foi JEOL-JEM disponivel no
Centro de Ciéncia e Tecnologia dos Materiais (CCTM-IPEN/CNEN-SP).

3.12 Anélise qualitativa

Para a caracterizacdo do amino polietilenoglicol foi realizado o teste qualitativo
com 4cido nitroso conforme descrito por SHRINER (2004) The systematic identification of
organic compounds.

Em um tubo de ensaio, adicionou-se uma pequena por¢do da amostra a ser
analisada, nesse caso o amino-polietilenoglicol, em 2 mL de &acido cloridrico 2M. Em
seguida a solucgéo foi resfriada e mantida em banho de gelo. Em outro tubo de ensaio,
preparou-se uma solucao de nitrito de sodio e 4gua destilada na concentracdo 0,2 g/mL. Na
sequéncia adicionou-se 5 gotas de solucdo de nitrito de sodio a solugcdo preparada
anteriormente e esta foi aquecida a temperatura ambiente. A liberacdo imediata de gas

incolor, nitrogénio, identificou a amina como primaria.

3.13 Ensaios mecanicos

Os ensaios de caracterizacdo mecanica das membranas de PB incorporadas
com o nanocomposito OG-PEG-NH; e ndo incorporadas (controle) foram avaliadas em um
equipamento de ensaio universal INSTRON, modelo 3365, utilizando o acessorio BioPlus
gue permite que 0s ensaios sejam realizados com 0s corpos de provas imersos em uma
solucéo fisiologica de NaCl a 0,9% a uma temperatura de 36 °C simulando o ambiente de
aplicacdo do material.

Nos ensaios, foi verificada a deformagdo estatica na direcdo uniaxial dos
corpos de prova tamanho V, segundo a norma American Society For Testing and
Materials, ASTM STANDARDS-Standard Test Method for Tensile Properties of Plastics
de 2010 (ASTM D638-10) utilizando para isso, o software de andlise Bluehill 3 do
INSTRON.

Para o PEG-NH, 4.000 M, foram avaliados 3 grupos de amostras, sendo elas,

as membranas de PB incorporadas com o nanocompaosito OG-PEG-NH; por adsor¢éo; por
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reacdo quimica e membranas que ndo foram incorporadas (controle). Enquanto, para o
PEG-NH, 6.000 M, foram avaliados 3 grupos de amostras, as membranas de PB
incorporadas com o nanocomposito OG-PEG-NH, por reacdo quimica em duas
concentracdes diferentes de nanomaterial e membranas que ndo foram incorporadas
(controle). Para cada grupo, foram realizados 10 testes (n=10), sendo 5 corpos de provas
(Figura 12) cortados na direcdo longitudinal e 5 na direcéo transversal das membranas. A
espessura de cada amostra foi medida em 3 locais diferentes utilizando um micrémetro

digital da marca Starrett.

Figura 12- Corpo de prova; medidas em mm
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Fonte: Adaptado de POLAK, 2010.

As andlises estatisticas dos dados obtidos nos ensaios foram realizadas através
do programa GraphPad Prism 7.0 utilizando ANOVA de uma via seguida de pds testes de
Kruskal-wallis onde P < 0,05 vs. pericardio bovino.

Os ensaios mecanicos foram realizados no Laboratério de Bioengenharia do
Instituto do coragdo (InCor) HC-FMUSP em colaboracdo com a Dra. Marina Junko
Shiotsu Maizato.

3.14 Ensaios in vitro

3.14.1 Citotoxicidade

A determinacdo da citotoxicidade do OG e OG-PEG-NH; 6.000 M, foi
realizada segundo a norma International Organization for Standardization, Biological
Evaluation of Medical Devices — Part 5: Tests for In vitro Cytotoxicity de 2009 (1SO
10993-5) com modificagbes. O método empregado foi o CellTiter96 Aqueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega Corporation).



45

Nesses ensaios citotdxicos foi utilizado o corante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)- 2H-tetrazolium (MTS) em associagdo com um
agente acoplador de elétrons metassulfato de fenazina (PMS).

A leitura da absorbancia do formazan pode ser medida diretamente em placas
de 96 pocos a 490 nm. Dessa forma, o nimero de células viaveis pode ser determinado
pela intensidade da coloracdo purpura formada.

As amostras de OG e OG-PEG-NH; 6.000 M, utilizadas nos ensaios foram

esterilizadas por radiacdo gama com a dose de 25 kGy.

e Preparacdo das solucbes de OG e OG-PEG-NH; 6.000 M,

Foi preparada uma solucéo padrdo de OG e OG-PEG-NH; 6.000 M,, com meio
de cultura RPMI-1640 na concentracdo de 200 pg/mL, e diluicbes seriadas nas
concentracgdes de 100, 70, 50, 20, e 10 pg/mL.

e Preparacdo dos eluidos das amostras de pericardio

A determinacdo da citotoxicidade do extrato preparado a partir do PB
(controle) e PB (OG-PEG-NH; 6.000 M,) incorporado por reacdo quimica,foi realizada
segundo a norma International Organization for Standardization (ISO 10993-12) com
modificagdes.

As amostras de pericardio bovino foram cortadas nas medidas de 1 cm x 1 cm
e na sequéncia foram preparados dois grupos de amostras, os pericardios bovinos néo
tratados e apds a incorporacdo, por reacdo quimica, do 6xido de grafeno funcionalizado.
Essas membranas foram mantidas em uma solucdo tampdo fosfato com formol até a
realizacdo dos ensaios. As amostras foram lavadas com solucéo fisiologica, sob agitacao,
utilizando 100 mL de solucdo em cada lavagem. Foram realizadas 5 lavagens, totalizando
500 mL de solucéo fisiologica. Na sequéncia, as amostras foram transferidas para tubos
conicos de 15 mL e foi adicionado 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 sem soro, sendo a
raz&o entre a area de superficie das amostras e o liquido extrator de 0,2 cm?*mL. Os eluidos
foram incubados em banho-maria Dubnoff da marca Quimis a 37 °C, sob agitagédo na
velocidade 5, pelo periodo de 48 horas. As diluigdes dos eluidos foram 100,0; 50,0; 25,0;
12,5; 6,2; 3,1 e 1,6%.
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e Preparacdo da referéncia positiva:
Em um tubo cénico de 15 mL, foram adicionados 0,5 g de latex em 5 mL de
meio de cultura (RPMI-1640) e mantido na estufa por 24 h. Apds esse periodo o material
foi filtrado com filtro descartavel de 0,22 um.

e Preparacdo da referéncia negativa
A solucdo de NaCl foi preparado com &gua deionizada, filtrado com filtro
descartavel de 0,22 um e utilizado como controle negativo, enquanto as células cultivadas
em meio de cultura (RPMI-1640) como Controle Celular (CC).

e Manutencao dos cultivos celulares

As células utilizadas nos ensaios foram de ovario de hamster chinés (CHO-KI,
ATCC CCL-61), mantidas pelo Laboratério Biosintesis Ltda, aceitas e recomendadas pela
Organizacdo de Cooperacao e de Desenvolvimento Econdmico (OCDE, 2010). As células
CHO-KI foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640, em incubadoras com
temperatura constante de 37 °C e atmosfera controlada constituida de 95% de gas oxigénio
(O,) e 5% de gas carbdnico (CO,). As culturas foram desenvolvidas de forma aderente em
garrafas plasticas estéreis com 25 cm? de 4rea Gtil. Apés o crescimento de uma camada
celular confluente, o meio de cultura foi descartado e as células lavadas com solucdo salina
tamponada de fosfato (PBS) com etilenodiaminotetracetato (EDTA). Para desprender as
células da garrafa foi utilizada uma solucéo de tripsina, essa suspensao foi transferida para
um tubo cénico de 15 mL e centrifugada a 1500 rpm por 5 min. Apoés a centrifugacédo, a
solucdo de tripsina foi descartada e as células foram ressuspensas em RPMI-1640 para

obtencdo de uma suspensao de aproximadamente 5.430.000 células/mL.

e Preparacéo das placas de cultura

Em uma placa de cultura de 96 pocos foram colocados 100 uL de suspensao de
células CHO, equivalente a concentracdo de 5.000 celulas viaveis por poco. Em seguida, as
placas ficaram em incubacdo pelo periodo de 24 h em incubadoras com temperatura
constante de 37 °C e atmosfera controlada com 5% de gas carbdnico (CO,). Apds esse
periodo, o meio de cultura foi aspirado e adicionou-se 100 pL de PBS sem EDTA para
lavagens dos pogos. E novamente os pocos foram aspirados para retirada do PBS. Na
sequéncia, foram adicionados 100 puL de meio de cultura com e sem as solucdes testes ou

eluidos diluidos, conforme descrito anteriormente, e de acordo com a designacdo dos
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pocos. As placas foram incubadas por mais 24 h. Ap6s o periodo de incubagdo, o meio foi
aspirado e foi adicionada 120 pL de solucdo na proporgédo (1:6) de MTS e PMS em meio
de cultura. As placas foram novamente incubadas por 2 h e foram realizadas as leituras de
absorbancia.

Mediu-se a absorbancia com um filtro de 490 nm no leitor de microplacas
Multiskan EX da marca Thermo Electron Corporation e a viabilidade celular foi

determinada pela equacao 2.

DOamostra

VC% = (————
% (DOcontrole

) x 100 (2)

Adotar VC para viabilidade celular (%); DOamostra para densidade éptica da amostra e
DOcontrole para densidade optica do controle.

Os ensaios dos nanomaterias foram realizados em quadruplicatas, enquanto do
material biolgico em sextuplicatas, ambos de pocos.

Os dados obtidos ap6s a medicdo da absorbancia, foram convertidos em
porcentagens de viabilidade celular e analisados atraves do programa GraphPad Prism 7.0
utilizando ANOVA e p0s testes de Bonferroni.

Os ensaios foram realizados no Centro de Biotecnologia (CEB-IPEN/CNEN-

SP) em colaboracdo com o Dr Daniel Perez Vieira.
3.14.2 Reatividade atrial

Neste ensaio foram utilizados camundongos, de 4 a 5 semanas, 0s quais foram
anestesiados com gas Isoflurano (5% + 95% O,) e submetidos a eutanasia via
deslocamento cervical. O coracdo foi cuidadosamente removido e mantido em solugédo
Krebs-Henseleit, a 4 °C, onde o atrio direito foi cuidadosamente isolado, preservando a
orientagdo das fibras musculares. Com o auxilio de fio de tungsténio (40 pm), as
extremidades foram fixadas em cuba do miografo (DMT620), preenchida com a solugédo de
Krebs-Henseleit (5 ml; 37 °C), constantemente aerada (5% de CO; e 95% O,). Os tecidos
cardiacos foram submetidos ao processo de lavagem em intervalos de 15 minutos durante o
periodo de 60 minutos, ou até atingir um sinal estavel de contragdes.

Inicialmente, concentracOes crescentes de OG ou OG funcionalizado com
PEG-NH, 6.000 M, (1 a 600 ug/mL) foram adicionadas a cuba com periodo de 2 min. de
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incubac&o a cada aplicacéo.

Em outro grupo de experimentos, concentragdes crescentes de Norepinefrina
(NE) (10°M a 10*M) e Carbacol (CCh) (10™M a 10°M) foram realizadas na presenca de
100 mg de OG ou OG funcionalizado, adicionado 30 min. antes da realizacdo das curvas
concentracdo resposta.

Os resultados foram expressos em batimentos por minuto (BPM), como ABPM
ou como percentagem de batimento (% BPM) quando apropriado, e a concentracdo do
agonista que induz metade da resposta maxima ECs, foi expressa como pD2, sendo esta
calculada a partir das curvas concentracao-resposta. Para cada curva concentragao resposta,
a resposta maxima e pD2 foram calculadas utilizando-se a analise de regressao nao-linear
(GraphPad-Prism, versdo 5 Software).

Os experimentos de reatividade atrial foram realizados no Laboratério de
Farmacologia dos Radicais Livres, Inflamacdo e Dor, do Departamento de Farmacologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP. O protocolo experimental seguiu as orientagdes
descritas no protocolo CEUA-USP namero 48/2016, em nome da Professora colaboradora

Soraia Katia Pereira Costa.
3.14.3 Calcificagéo

As lavagens e incorporacdes das amostras de PB foram realizadas conforme
metodologia descrita nas secdes 3.7 e 3.8, respectivamente. Nesse ensaio, para a
incorporacdo do biomaterial foram adicionados 10% (m/m) do nanomaterial ao PB que
corresponde a 7 mg e 70 mg, respectivamente.

As amostras de PB de 1 cm? foram liofilizadas e transferidas para tubos
conicos (15 ml) que continham 10 mL de fluido corporeo simulado (SBF) e mantidas em
banho termostatizado a 37 °C, sob agitacdo, em tempos experimentais de 7, 15, 30, 60 dias,
realizadas em quadruplicata. As amostras foram mantidas completamente imersas e 0s
volumes de SBF utilizados no ensaio foram calculados por meio da equagéo 3, conforme
KOKUBO; TAKADAMA, (2006).

Sa

Vs ==
* =10

(3)

Adotar Vs como volume de SBF (mL) e Sa como area superficial da amostra (mm?).
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A solucéo de SBF foi preparada conforme a metodologia desenvolvida por
BOHNER e LEMAITRE (2009), na qual descreve um modo alternativo de preparacdo de
solucédo de SBF que reduz o risco de precipitacdo prematura da hidroxiapatita, consistindo

do preparo de duas solucdes A e B, conforme tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo do SBF

Massa ()

Reagentes Solucéo A Solucéo B
NaCl 6,21 6,21
NaHCO; 5,94
KCI 0,45
K,HPO,4.3H,0 0,46
MgCl,.6H,0 0,62
CaCl, 0,58
NaSO4 0,14

Volumes de HCI (mL)
HCI 0,85 0,85

Fonte: Adaptado de BOHNER; LEMAITRE, 2009.

Apos o teste de calcificacdo as amostras foram liofilizadas, colocadas em
“stubs™, cobertas com uma fina camada de carbono e encaminhadas ao microscopio
eletronico de varredura JEOL-JSM 6710F, com tenséo de 15 Kv.

As analises estatisticas dos dados obtidos nos ensaios foram realizadas através
do programa GraphPad Prism 7.0 utilizando ANOVA de duas via seguida de pds testes de
Bonferroni.

Os biomateriais incorporados com o nanocompdsito foram preparados para o
ensaio de calcificacdo na Universidade Federal do Ceara em colaboragdo com o Dr.
Rodrigo Silveira Vieira. As andlises das amostras foram realizadas por Microscopia
Eletronica de Varredura acoplada com Espectroscopia por Disperséo de Energia de Raios
disponivel no Centro de Ciéncia e Tecnologia dos Materiais (CCTM-IPEN/CNEN-SP).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese do 6xido de grafeno

Na sintese do OG pelo método Hummers modificado (HUMMERS;
OFFEMAN, 1958), foram utilizados os reagentes apresentados na Tabela 3 com as suas

devidas fungdes.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na sintese do OG

Reagentes Funcao

Grafite Precursor do OG

Aumentar a taxa de

Nitrato de sodio oxidacao

Auxilia no aumento do
Acido sulfdrico espacamento entre as
camadas da grafite

Permanganato de potassio Agente oxidante

Remocéo de impurezas
Perdxido de hidrogénio relacionadas a0 KMnO, e ao
MnO4

Solubilizar e remover

Hidroxido de sodio particulas aderidas

Acido cloridrico Remover SO,*

Fonte: Adaptado de PENDOLINO; ARMATA, 2017.

A grafite foi oxidada em &cido sulfurico concentrado com permanganato de

potassio. Embora o permanganato seja um agente oxidante forte, a espécie ativa € o

heptoxido de di-manganés (Mn,05), formado a partir da ativacdo do anion permanganato
(MnO7,) pelo &cido, conforme representado pelas equagdes 3 e 4 (GAO, 2015).

KMnO, + 3H,S0, - K* + MnO3 + H,0* + 3HSO, 3

MnO3 + MnO; - Mn,0, (4)
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A presenca do Mn,O7 pode ser confirmada pela coloracdo verde-petroleo da
solucdo apo6s a adicdo do KMnO,4 no meio reacional contendo acido, conforme é mostrado
na Figura 13.

Figura 13- Obtencdo do KMnQO, na sintese do OG

|
N

5 -

Fonte: autora da dissertacéo

O Mn,0; em meio &cido e a quente (condi¢BGes para uma oxidacdo energética)
se decompde, resultando como um dos produtos o oxigénio. Além disso, a oxidacdo dos
alcenos presentes na estrutura da grafite também é mais energética pois as duas ligacfes da
dupla ligacdo sdo rompidas e os atomos de oxigénio se ligam ao carbono podendo gerar
produtos como cetonas, é&cidos carboxilicos dentre outros (SKAKALOVA; KAISER,
2014).

Compostos a base de 6xido de manganés sdo importantes nessa sintese, pois
levam a oxidacdo de alcoois a carbonilas e carboxilas (DREYER, et al., 2014).

Outro oxidante adicionado ao processo foi 0 NO73, que permitiu 0 aumento da
distancia entre as camadas da grafite, facilitando a oxidacdo dos planos basais
(CHOWDHURY; SINGH; PAUL, 2014).

Para a remogdo do KMnQO, excedente foi adicionado o H,0,. O perdxido de
hidrogénio atua como agente redutor em processos de oxi-redugcdo como é apresentado na
equacéo 4.

KMnO, + H,S0, + H,0, - K,50, + H,0 + 0, + MnS0, (4)

Pode-se observar nessa fase da sintese uma mudanca de cor da solucdo do

preto para o amarelo (Figura 14).
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Figura 14 — OG ap6s a sintese. OG logo apos a sintese (a) e 12 horas ap6s (b).

Fonte: autora da dissertacdo

As lavagens com NaOH contribuiram no aumento do espagamento entre as
camadas do OG, pois as hidroxilas (OH) aumentaram a repulsdo entre as camadas do
nanomaterial (KABEL et al., 2015). Além disso, a lavagem com a base foi utilizada para
neutralizar o residuo acido da sintese. Na sequéncia, a lavagem foi realizada com HCI para
remover particulas aderidas. Finalmente, para o processo de esfoliagdo o OG foi submetido
ao tratamento com ondas ultrassonicas, seco a temperatura ambiente e macerado (Figura
15).

Figura 15 — OG em solucéo e p6. OG secando (a) e OG macerado (b).

RN R

a b

Fonte: autora da dissertacéo

Em conjunto, os resultados sugerem a obtencéo do OG devido as mudancas de
colorages das solugdes apos a adicdo do H,O, que estdo respectivamente, de acordo com a
literatura (DIMIEV; TOUR, 2014; CHOWDHURY:; SINGH; PAUL, 2014).
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4.2 Esterilizagdo do 6xido de grafeno

Como o oxido de grafeno sera incorporado em dispositivos bioldgicos, viu-se
necessaria a sua esterilizagéo.

A esterilizacdo utilizando o processo de radiacdo gama é segura, limpa e facil
de manusear quando comparada com outros métodos como vapor, calor seco e éxido de
etileno (WU, 2019). A dose minima absorvida considerada adequada para fins de
esterilizacdo de produtos na area farmacéutica e biomédica e que ndo requer qualquer
validacdo biologica é de 25 kGy (DORATI et al., 2005). Portanto, devido as vantagens
apresentadas adotou-se, neste estudo a esterilizacao por raios-gama dos nanocompositos.

4.3 Caracterizacao do oxido de grafeno

Apos a esterilizacdo com radiacdo gama, as caracterizacbes do OG e OG
irradiado a 25 kGy (OG 25 kGy) foram realizadas por DRX, FT-IR e Raman.

4.3.1 Difracdo de raios-X (DRX)

As analises por difracdo de raios X (DRX) foram empregadas na determinacgao
do célculo das distancias interplanares e na estimativa do nimero de planos empilhados.

No difratograma a grafite apresentou o pico de reflexdo do plano basal (002)
intenso a 20 = 26,5° (angulo de Bragg). Nos difratogramas tanto do OG como do OG 25
kGy, esse pico foi deslocado para 11,9° é atribuido ao conjunto de planos (001) que esta
relacionado a expansdo das camadas da grafite devido a inser¢do de grupos funcionais
oxigenados (LI et al., 2014; JAURIS et al., 2016). Observou-se também o pico 26 = 42,8°
caracteristico ao plano de reflexdo (100) (Figura 16). Esses deslocamentos podem ser
influenciados pelo grau de oxidacdo do OG (GAO, 2015).
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Figura 16- Difratogramas do OG, OG 25 kGy e grafite
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Fonte: autora da dissertacdo

Quanto menor o valor de 26, maior é a distancia entre um plano cristalino e
outro, o que corresponde a distancia entre as camadas no OG (GEORGAKILAS, 2014). Os
calculos dos espacamentos entre as camadas e 0 numero de camadas da grafite, OG e OG
25 kGy podem ser calculados usando a lei de Bragg (equacdo 5) e a equacdo de Scherrer
(equacédo 6).

nA = Zdsen6 (5)

onde,

J = comprimento de onda da radiagéo incidente;

d = distancia interplanar para o conjunto de planos hkl (indices de Miller) da estrutura
cristalina e,

6 = angulo de Bragg.

D = KA/Pcos6 (6)
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Onde,
D = tamanho dos cristalitos;
k = fator de forma, adota-se 0,9;
A =0 comprimento de onda dos raios X incidentes;
p = alargura a meia altura do pico obtido e,
6 = o angulo de Bragg.
Um namero estimado de camadas da grafite e do OG ¢ obtido por nA/D.
Os angulos de Bragg, os espacamentos entre as camadas e 0s numeros de

camadas cristalinas das amostras analisadas estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Angulos de Bragg, os espacamentos entre as camadas e 0s nimeros de camadas cristalinas das
amostras de grafite, OG e OG 25 kGy por DRX

Espacamento
Amostras 20 entre as C_ama_das
cristalinas
camadas (nm)
Grafite 26,5° 0,336 108
oG 11,9° 0,755 6
OG 25 kGy 11,9° 0,717 6

Fonte: autora da dissertacéo

O valor encontrado do espacamento entre as camadas é maior no OG e OG
25 kGy em relagdo ao grafite devido a introducdo de grupos oxigenados, como epoxi,
hidroxilas, carbonila e carboxila (CHEN et al., 2018), conforme observado na Figura 17.

Figural7- Introducdo de grupos oxigenados ao grafite

Oxido de grafite
P N——

Fonte: Adaptado de YU, 2016.

Observou-se tambeém que a radiacdo gama utilizada na esterilizagdo do OG nao

alterou o nimero de camadas e a estrutura cristalina deste nanomaterial.
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4.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
estuda a vibracdo das ligacfes dos atomos de uma molécula de um grupo funcional, que
absorvem energia em frequéncias especificas, quando expostos a regido do infra vermelho
(ZHAO; LIU:; LI, 2015).

Segundo ZHAO et al. (2015) o OG possui no seu espectro quatro bandas
principais que correspondem aos grupos das hidroxilas, carbonilas, carboxilas e epoxi

conforme é mostrado na Figura 18.

Figura 18- Espectros de infravermelho com transformada de Fourier do OG e OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacao

Esses grupos funcionais com seus respectivos modos de vibracdo sédo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5- Bandas presentes no OG

Banda (cm™) Grupo funcional e tipo de vibragao

2.800 a 4.000 C-OH, H,0, O-H; bandas sobrepostas.
Alongamento do OH.

1.725 C=0; vibragéo de estiramento de carbonila
de grupos carboxilicos.

1.615 C=C; vibracGes de regides ndo oxidadas.

1.380 C-O-H; vibracéo de estiramento.

1.217 C-0O-C; dublete relacionado ao grupo
epoxido.

1.050 C-O; vibracéo de estiramento.

Fonte: autora da dissertacéo

As bandas atribuidas aos grupos oxigenados confirmam a oxidacdo da grafite.
Observou-se também que ndo houve diferenca nos deslocamentos das bandas quando o OG

foi esterilizado a 25 kGy.

4.3.3 Espectroscopia Raman

A técnica Raman mede o espalhamento inelastico da luz, quando essa interage
com a matéria, sendo possivel confirmar a presenca de defeitos na rede cristalina do
material nas amostras analisadas (ZHENG; KIM, 2015).

O espectro da grafite apresenta a banda D fraca em 1.328 cm™ que indica o
grau de desordem do nanomaterial, a banda G proeminente em 1.581 cm™ corresponde aos
carbonos arométicos com hibridizagdo sp?. Nos espectros encontrados para 0 OG e OG
25 kGy podemos identificar a banda D em 1.337 cm™ e a banda G em 1.595 cm™. Durante
a oxidacdo da grafite a banda G em 1.581 cm™ é deslocada para 1.595 cm™ e a banda D
possui maior intensidade no OG e OG 25 kGy em relagéo a grafite. Esse aumento na
intensidade pode ser atribuido a formacéo de defeitos e desordem como a presenca de
heterodtomos no plano, neste caso o oxigénio (ZHAO; LIU; LI, 2015).

A relacdo Ip/lg reflete a desordem gerada pela imperfeicdo estrutural do

material (ZHENG; KIM, 2015). Apéds a deconvolugdo das bandas D e G, foram calculadas
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as relagdes Ip/lg para a grafite, OG e OG 25 kGy e os valores encontrados foram
respectivamente 0,42, 1,19 e 1,19, como mostram as Figura 19 e 20.

Figura 19- Deconvolucdo do espectro raman da grafite
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Fonte: autora da dissertacéo

Figura 20- Deconvolugdes dos espectros raman do OG e OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo

O aumento nos valores encontrados nos resultados para Ip/lc do OG e OG
25 kGy em relacdo a grafite, indica maior grau de oxidacdo e a formacgdo de defeitos na
malha da grafite, que de acordo com YU et al., 2016 corresponde aos contornos de graos,
que trata-se de um desalinhamento entre cristais sélidos vizinhos na mesma fase, entre

outros defeitos. Neste caso, o valor de Ip/lg calculados para 0 OG e OG 25 kGy indicaram
0 mesmo grau de oxidacao e formagéo de defeitos.
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4.3.4 Caracterizagdes do OG irradiado

As analises realizadas por DRX, FT-IR e Raman indicaram que a dose de
radiacdo de 25 kGy utilizada para a esterilizacdo do OG ndo alterou sua estrutura cristalina,
ndo modificou os grupos funcionais oxigenados presentes na superficie do nanomaterial e
né&o gerou mais defeitos.

Confirmado a viabilidade do processo de irradiacdo dos nanomateriais, as
caracterizacdes, UV-VIS, TGA, XPS, potencial zeta, tamanho de particula, MET e AFM

serdo realizadas apenas para 0 OG 25 kGy.

4.3.5 Espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-VIS)

A espectroscopia no ultravioleta-visivel consiste em um dos métodos analiticos
mais utilizados para medidas diretas de espécies que absorvem radiacdo em determinado
comprimento de onda. O espectro de UV-VIS foi empregado na identificacdo, através dos seus
picos caracteristicos de absorcao, das ligagcdes quimicas presentes no OG 25 kGy (YANG et
al., 2013).

No espectro realizado por UV-VIS verificou-se para 0 OG 25 kGy a presenca
de duas bandas. Uma banda em 226 nm relacionada a transi¢éo n-n * de ligagdes C-C dos
anéis aromaticos e outra em aproximadamente 300 nm associada a transicdo n-m* de
ligacbes C=0 (MEHL et al., 2014). A Figura 21 apresenta o espectro de ultravioleta-visivel
do OG 25 kGy.

Figura 21- Espectro ultravioleta-visivel do OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo
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De acordo com estudos realizados por YANG et al. (2013) os picos
caracteristicos de absor¢do para 0 OG estdo em aproximadamente 230 e 300 nm e que

estdo de acordo com os valores encontrados.

4.3.6 Termogravimetria (TGA)

A anélise realizada por termogravimetria avaliou as estabilidades térmicas da

grafite e do OG 25 kGy.
A combustdo da grafite ocorre em apenas uma fase, enquanto para o OG 25 kGy
observam-se trés estagios de perda de massa em funcdo do aumento da temperatura, com

taxa de aquecimento constante, como mostra a Figura 22.

Figura 22- Curvas termogravimétricas da grafite e do OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo

No primeiro estagio na temperatura de 100 °C houve uma variacao de massa devido
a perda de moléculas de dgua (SONG; WANG; CHANG, 2014). Segundo SONG et al.
(2014) a decomposicdo térmica de grupos funcionais oxigenados do OG ocorre a uma
temperatura de 150°C a 225°C que, corresponde ao segundo estagio. Finalmente, no tltimo
estagio, ocorre a combustdo do esqueleto de carbono a 550 °C. As perdas de massa do OG

25 kGy para cada estagio, sdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Perda de massa do OG 25 kGy em diferentes temperaturas
Temperaturas 100°C 150°C a 225°C 550°C

Perdas de massa 11,17 % 25,69 % 62,06 %

Fonte: autora da dissertacao

A combustdo da grafite inicia-se em 650 °C enquanto o OG 25 kGy é
decomposto totalmente em aproximadamente a 550 °C. A temperatura de combustdo
inferior do OG 25 kGy demonstra estabilidade menor desse material em comparacdo com
a grafite. Além disso, a temperatura de combustdo do OG também ¢é influenciada pelo
processo de esfoliacdo, que permite melhor acesso do ar as camadas do nanomaterial, 0
que ndo ocorre com a grafite onde o nimero de camadas € superior e a distancia interplanar
é menor que do OG (GEORGAKILAS, 2014).

4.3.7 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X € uma técnica que
fornece informacbes como a composi¢do elementar, formula empirica de materiais puros,
estados de ligacdo quimica do elemento dentre outros (ZHAO; LIU; LI, 2015).

No caso, 0s espectros de XPS foram obtidos das amostras de grafite e OG
25 kGy para identificacdo dos elementos quimicos carbono (C) e oxigénio (O) nos picos de

foto emisséo, respectivamente em 286,08 eV e 533,08 eV (Figura 23).

Figura 23- Espectros de XPS da Grafite e do OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacao

Nas duas amostras analisadas observa-se um pico de foto emissédo em 284,5 eV
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que esta associado a ligagBes entre carbonos hibridizados em sp? de sistemas =« altamente
conjugados. Tragos de oxigénio foram encontrados no espectro da grafite, indicando
impureza do material, enquanto o pico do oxigénio para 0 OG 25 kGy é intenso
comprovando a oxidacdo da grafite. Cada elemento quimico identificado foi quantificado

em porcentagem (%) como é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7- Quantificacdo dos elementos quimicos presentes na grafite e no OG 25kGy

Amostras Carbono (%) Oxigénio (%)
Grafite 97,79 2,21
OG 25 kGy 72,33 27,67

Fonte: autora da dissertacéo

Apos o processo de oxidacdo houve uma reducdo de carbono e aumento de
oxigénio de 25,46%. Com os valores obtidos foi calculada a razéo entre C/O igual a 2,6.
De acordo com a literatura, a razdo C/O para o Oxido de grafeno varia de 2,1-2,6
(STOBINSKI et al., 2014).

O espectro de foto elétrons excitados por raios X do C(1s) foi deconvoluido em
quatro picos de energia de ligacdo (Figura 24), centralizados em 284,7 eV, 285,6 eV,
286,8 eV, e 288,7 eV que correspondem respectivamente as ligacdes C=C, C-OH, C-O-C e
O-C=0 (CHEN et al., 2018).

Figura 24- Deconvolugéo do espectro C(1s) do OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo

A ligagdo C=C é atribuida & hibridizac&o do carbono do tipo sp?, enquanto as
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ligagbes C-OH, C-O-C e O-C=0 referem-se aos grupos hidroxila, epoxido e carboxila
respectivamente (BASCORO et al., 2018).

4.3.8 Potencial Zeta

O potencial zeta é um parametro importante na caracterizacdo da estabilidade
de dispersdes coloidais. E uma técnica que fornece a medida de magnitude e sinal da carga
superficial associada a particula coloidal. Uma particula coloidal apresenta uma camada
elétrica fortemente ligada a superficie da particula e uma camada externa difusa, formando
0 que se chama de potencial de dupla camada. O potencial zeta € o potencial no plano de
deslizamento de uma particula coloidal movendo-se sob o campo elétrico, reflete a
diferenca de potencial entre a dupla camada de particulas moveis eletroforeticamente e a
camada dispersante ao redor deles no plano de escorregamento (KONKENA;
VASUDEVAN, 2012).

O valor do potencial zeta medido da superficie do OG 25 kGy foi -36,75 mV
como demonstrado na Figura 25.

Figura 25- Potencial zeta do OG 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

Apds a medicdo do potencial zeta foi medido o pH da disperséo e o valor
encontrado foi 6, demonstrando sua estabilidade, pois de acordo com a literatura o OG é
mais estavel em solucbes aquosas com valores de pH acima de 4, e isso ocorre devido a
presenca de carboxilatos nas bordas do nanomaterial que em suspensdo aquosa € carregado
negativamente (ZHUANG et al., 2016).
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4.3.9 Microscopia eletrénica de transmissao (MET) e microscopia de forca atbmica (AFM)

A microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) é uma técnica comum
utilizada na visualizacdo da superficie do OG. Na imagem de transmissdo conforme mostra
a Figura 26, podemos observar areas de maior transparéncia indicando filmes mais finos ou

com poucas camadas e areas escuras com varias camadas empilhadas.

Figura 26- Imagem de microscopia eletronica de transmissdo do OG.

Fonte: autora da dissertacéo

Quanto maior o nivel de oxidagdo, mais facilmente as amostras de OG séo
esfoliadas apds o tratamento ultrassénico tornando-as mais transparentes (ZHAO; LIU; LI,
2015).

A microscopia de forca atbmica (AFM) foi a primeira técnica de imagem a
identificar opticamente que o grafeno é uma monocamada de um &tomo de espessura
(GEORGAKILAS, 2014).

Na imagem realizada do OG 25 kGy por AFM observamos a presenca do
nanomaterial com distintas formas, tamanhos e alturas. A diferenga no contraste das cores
revelou as camadas do OG 25 kGy (Figura 27).
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Figura 27- Imagem de microscopia de forca atbmica do OG 25 kGy

Fonte: autora da dissertacdo

Nas imagens do OG 25 kGy realizadas a partir da mesma amostra apresentada
na Figura 28 foram realizados perfis das altura das camadas, em destaque, indicado pelo

ndamero 1.

Figura 28- Perfis de alturas de diferentes camadas do OG 25 kGy (a; b)
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Fonte: autora da dissertacéo
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Nos perfis tracados para as amostras de OG 25 kGy observamos que os alturas
das camadas variam entre 1,5 a 2 nm. De acordo com a literatura, as alturas de uma
monocamada, bicamada e tricamada do OG medem respectivamente 1,6; 2,6 e 3,6 nm
(FROST et al., 2012).

4.4 Sintese do amino-polietilenoglicol 4.000 M,

Para aumentar a biocompatibilidade do OG foi realizada a funcionalizagdo com
o amino-polietilenoglicol (XU et al., 2014). Como a esterificacdo direta do OG com &cido
forte como o sulfarico (H,SO,4) e polietilenoglicol (PEG) é extremamente exotérmica, e
poderia levar a degradacdo do nanomaterial, decidiu-se realizar a amidacdo do OG com
PEG-NH,, pois essa reacdo ocorre em condi¢Ges mais brandas (XU et al., 2014) (Figura
29). Sendo assim, foi necessario sintetizar o amino-polietilenoglicol pela sintese de Gabriel
((SHRINER et al., 1999).

Figura 29- Esquema da sintese do amino-polietilenoglicol pela sintese de Gabriel
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Fonte: Adaptado de XU et al., 2014.

Quanto ao mecanismo, a reacdo ocorre por substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN;). Na primeira etapa utiliza-se o tosilo (Ts) que é um étimo grupo de
saida, uma base fraca de Lewis, o qual possui uma carga negativa deslocada que é
estabilizada por ressonancia e pode ser atacado por nucleofilos. A reacdo ocorre na
presenca de diclorometano (CH,Cl,), um bom solvente para compostos polares e a piridina
que funciona como um contra-ion no meio. Na segunda fase, a rea¢do ocorre em solvente
polar aprético dimetilformamida (DMF), que solubiliza os reagentes e nao interfere no
carater nucledfilo da ftalimida, que fica livre para reagir com o oxigénio do

polietilenoglicol. E formado um composto diimidico na presenca da hidrazina que sofre
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uma clivagem em grupos mais estaveis (VOLLHARDT; SCHORE, 2013). A Figura 30
mostra 0 mecanismo da sintese do PEG-NHs.

Figura 30- Mecanismo da sintese do amino-polietilenoglicol
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Fonte: Adaptado de XU et al., 2014.

4.4.1 Caracterizacdo do amino-polietilenoglicol 4.000 M,

Na caracterizacdo do PEG-NH, foi realizado um teste qualitativo com acido

nitroso. Esse teste permite a distingcdo de aminas primarias, secundarias, terciarias, alifatica

e aromatica.

Ao entrarem em contato com o &cido nitroso as aminas primarias formam ions

diazbnicos, que sdo instaveis, se decompdem e liberam gas nitrogénio incolor (N2) como
mostra a equacdo 7 (SHRINER et al., 1999).

R — NH, + NaNO, + 2HCL - [R — N = NCl] + NaCl + 2H,0

Sal de diazbnio alifatico
(Instavel)

7
-N,

R*Cl™
Haleto de alquila

Alceno, alcool,

(7)

Na analise da amostra houve desprendimento de N, caracterizando-a como

uma amina primaria como mostra a Figura 31.
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Figura 31- Teste com &cido nitroso

Fonte: autora da dissertacéo

As analises realizadas por MALDI-TOF/MS confirmou a presenca de grupos

aminos. Os cromatogramas das amostras de PEG e PEG-NH, estdo apresentados na Figura

32.

Figura 32 — Andlises realizadas por MALDI-TOF/MS para as amostras de (a) PEG e (b) PEG-NH,
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Fonte: autora da dissertacdo

Como pode ser observado no espectro do PEG ha uma variacdo de unidade de

massa de 44 m/z (massa/carga) enquanto no espectro do PEG-NH, esse valor é 43 m/z. A
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diferenca de uma unidade de massa corresponde a substituicdo da hidroxila que possui
massa 17 pelo grupo amina que possui massa 16. Além disso, no espectro do PEG-NH; ha
uma fragmentacdo com massa 16 que corresponde a saida de um grupo amino (KISSLER,
1999). A partir dos resultados obtidos podemos inferir que houve a substituicdo do grupo
OH pelo NH..

Nas espectroscopias de infravermelho (FT-IR) foram analisados os grupos
funcionais presentes nas amostras do PEG e PEG-NH,. Enquanto que no PEG as bandas
principais estdo em 2.410 cm™ (OH) e 1.110 cm™ (C-O) no PEG-NH, pode-se observar a
presenca de trés novas bandas em aproximadamente 2.900 cm™ (CH,), 1.251 cm™ (C- N) e
a 1.102 cm™ (-C-O-) caracteristicas da cadeia de amino-polietilenoglicol como mostra a

Figura 33.

Figura 33- Espectros de infravermelho com transformada de Fourier do PEG e PEG-NH,
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Fonte: autora da dissertacao
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4.5 Funcionalizac¢do do oxido de grafeno com Amino-polietilenoglicol 4.000 M,

A funcionalizacdo da superficie do OG ocorreu via amidagdo pela reacdo dos
acidos carboxilicos do nanomaterial e dos grupos aminos altamente reativos do PEG-NH,.
Nessa reacdo utilizou-se o agente de condensa¢ao N, N’-dimetilamino propil-3-
etilcarbodiimida (EDC) para ativar os grupos carboxilicos e facilitar a adicdo de espécies
nucledfilas como as aminas (TIWARI; SYVAJARVI, 2015). A Figura 34 apresenta o

esquema da funcionaliza¢do do OG com PEG-NH..

Figura 34- Funcionaliza¢do do OG com amino-polietilenoglicol
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Fonte: Adaptado de Xu et al., 2014

Quanto ao mecanismo (Figura 35), o EDC ativa os grupos carboxilicos
formando um intermediario ativo, o O-acilisourea, que é facilmente deslocado por ataque
nucleofilico. Apds a formacdo de uma ligacdo amida o EDC ¢€ liberado como um derivado

de uréia soluvel.

Figura 35- Mecanismo de reacédo entre 0 OG e 0 PEG-NH,
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Fonte: JUNIOR, 2010.

A facilidade de ligacdo entre o amino-polietilenoglicol e 0 OG ¢é justificada
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pela formacgdo de carboxilatos, ap6s a adicdo da base (NaOH) que reage com os acidos
carboxilicos, no processo anterior a funcionalizacdo (ver secéo 3.4.3) (LIU et al., 2008).

4.5.1 Secagem do OG-PEG-NH,

Para evitar possiveis interagdes indesejaveis, em consequéncia da radiolise da

agua, o OG-PEG-NHj foi seco antes do processo de radiacéo.

4.5.2 Caracterizacdo do Oxido de grafeno funcionalizado com amino-polietilenoglicol
4.000 M,

Para a esterilizacdo do nanomaterial OG-PEG-NH, foi utilizada a radiacéo
gama. As caracterizacbes do OG-PEG-NH, e OG-PEG-NHj; irradiado a 25 kGy (OG-
PEG-NH; 25 kGy) foram realizadas por DRX, FT-IR e Raman.

4.5.3 Difracéo de raios-X (DRX)

Nos difratogramas do OG-PEG-NH, e do OG-PEG-NH, 25 kGy, o0 pico
caracteristico do nanomaterial foi deslocado para aproximadamente 26 = 9,0° em relacdo

ao OG, conforme mostra a Figura 36.

Figura 36- Difratogramas do PEG-NH,, OG, OG-PEG-NH, e OG-PEG-NH, 25kGy
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Fonte: autora da dissertacéo
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Utilizando a lei de Bragg e a equacdo de Scherrer foram calculados os
espacamentos entre as camadas do OG-PEG-NH; e OG-PEG-NH; 25 kGy conforme

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8- Resultados das analises das amostras de OG-PEG-NH, e OG-PEG-NH, 25 kGy por DRX

Amostras 20 Espacamento entre as
camadas (nm)
OG-PEG-NH, 9,0 0,958
OG-PEG-NH, 25 kGy 9,0 0,965

Fonte: autora da dissertacéo

Houve um aumento médio do espacamento entre as camadas do OG-PEG-NH,
em relacdo ao valor encontrado para o0 OG de 0,2255 nm o que corresponde a 30,64 %.
Esse acréscimo no espacamento das amostras de OG-PEG-NH, é justificado pela
incorporacdo do PEG-NH, ao material (CHEN et al., 2018).

Mais uma vez, pode-se observar que a radiacdo utilizada para a esterilizacdo do

OG-PEG-NH> ndo alterou a estrutura cristalina do nanomaterial.

4.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Apds a funcionalizacdo do OG com PEG-NH, pode-se observar, por
espectroscopia de FT-IR, a substituicdo da banda de absorcdo da carbonila de &cido
carboxilico do OG em 1.714 cm™ pela banda em 1.640 cm™ caracteristica de carbonila de
amida. Outra evidéncia da funcionalizacdo foi a presenca de trés novas bandas em
aproximadamente 2.900 cm™ (CH,), 1.251 cm® (C-N) e a 1.102 cm® (-C-O-)
caracteristicas da cadeia de amino-polietilenoglicol (ZHANG et al., 2016). Os espectros
estdo apresentados na Figura 37.
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Figura 37- Espectros de infravermelho com transformada de Fourier do OG, PEG-NH,, OG-PEG-NH, e OG-
PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

As bandas estdo apresentadas na Tabela 9 com seus respectivos modos de
vibracéo.

Tabela 9 - Bandas presentes no OG-PEG-NH,

Banda (cm™) Grupo funcional e tipo de vibracao
2.900 CH2; vibracéo de CH
C=0; vibracdo de estiramento de
1.640 carbonila de amida
1.251 C-N; vibracéo de alongamento
1.102 C-O; vibracao de estiramento

Fonte: autora da dissertacéo

As bandas atribuidas aos grupos funcionais que contém nitrogénio confirmam a
funcionalizacdo do OG. Observou-se também que ndo houve alteracfes nas bandas na

amostra irradiada.
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4.5.5 Espectroscopia Raman

Nos espectros de Raman encontrados para 0 OG-PEG-NH; e OG-PEG-NH, 25
kGy pode-se identificar as bandas D e G respectivamente em 1.337 cm™ e 1.595 cm™ que
sdo semelhantes as bandas D e G do OG. Apds a deconvolucdo dessas bandas foram
calculadas para 0 OG-PEG-NH; e OG-PEG-NH; 25 kGy as relacbes Ip/lc e o valor

encontrado foi de 1,21 como mostra a Figura 38.

Figura 38- Deconvolucdo do espectro raman do OG-PEG-NH, e OG-PEG-NH,
25 kGy.
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Fonte: autora da dissertacao

Para as amostras de OG os valores de Ip/lg obtido foi de 1,19, essa variagcdo
indicou um aumento dos defeitos apds a funcionalizacdo, o que significa mais atomos de
carbono hibridizados sp® na estrutura do OG-PEG-NH, (ZHANG et al., 2016).

No entanto, ndo houve alteracdes em decorréncia da irradiagdo da amostra.

4.6 Estudo da influéncia da radiacdo gama na esterilizagdo do 6xido de grafeno

funcionalizado com amino-polietilenoglicol 4.000 M,

As andlises realizadas por DRX, FT-IR e Raman indicaram que a dose de
radiacdo de 25 kGy utilizada para a esterilizagdo do OG-PEG-NH, néo alterou sua
estrutura cristalina, ndo modificou os grupos funcionais presentes na superficie do
nanomaterial e ndo gerou mais defeitos.

Confirmado a viabilidade da esterilizacdo pelo processo de radiacdo dos
nanomateriais, as caracterizacGes a seguir serdo realizadas apenas para 0 OG-PEG-NH,
irradiado.
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4.6.1 Espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-VIS)

No espectro realizado por UV-VIS verificou-se para 0 OG-PEG-NH; 25 kGy a
presenca de uma banda em 230 nm relacionada a transi¢do n-n * de ligagdes C-C dos anéis

aromaticos do OG conforme é mostrado na Figura 39.

Figura 39- Espectro ultravioleta-visivel do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

Este resultado esta de acordo com os estudos realizados por YANG et al.

(2013) indicando que houve a funcionaliza¢do do 6xido de grafeno.
4.6.2 Termogravimetria (TGA)
O perfil termogravimétrico do OG-PEG-NH; 25 kGy mostra trés estagios de

perda de massa, em funcdo do aumento da temperatura e com taxa de aquecimento

constante como mostra a Figura 40.
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Figura 40- Curva termogravimétrica do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

As perdas de massa do OG-PEG-NH; para cada estagio sdo apresentadas na
Tabela 10.

Tabela 10 — Perdas de massa do OG-PEG-NH, 25 kGy em diferentes temperaturas

Temperaturas 100°C 150°C a 350°C 500°C

Perdas de massas 5,14% 84,86% 8,79%

Fonte: autora da dissertacdo

A decomposicdo térmica dos grupos funcionais oxigenados e nitrogenados
ocorre a uma temperatura entre 150 a 350 °C demonstrando maior estabilidade do OG-
PEG-NH; em relacdo ao OG que, para a decomposicdo dos grupos oxigenados apresenta

uma variacdo de temperatura entre 150 °C a 225 °C.
4.6.3 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)
A andlise de espectroscopia de XPS foi realizada para identificacdo do carbono

(C), oxigénio (O) e nitrogénio (N), por meio de seus picos especificos de foto emissdo, em
286,08 eV; 533,08 eV e 400,08 eV respectivamente (Figura 41).
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Figura 41- Espectro de XPS do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

Cada elemento quimico foi quantificado em porcentagem (%) como é
apresentado na Tabela 11.

Tabela 11- Quantificacdo dos elementos quimicos presentes no OG-PEG-NH, 25kGy

Elementos Carbono (%) Oxigénio (%) Nitrogénio (%)

Quantificacao 68,08 30,12 1,8

Fonte: autora da dissertacéo

O espectro de fotoelétrons excitados por raios-X do C(1s) foi deconvoluido em
quatro picos de energia de ligacdo conforme mostra a Figura 42, centralizados em 285,1
eV, 286,8 eV, 288,2 eV e 288,7 eV que correspondem respectivamente as ligacdes C-N, C-
O-C, N-C=0 e O-C=0 (CHEN et al., 2018).

Figura 42- Deconvolucéo do espectro C (1s) do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo
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Comparando a deconvolugédo do OG da Figura 24 com a deconvolugdo do OG-
PEG-NH, da Figura 42, observou-se a modificacdo da superficie do nanomaterial pela
producdo de novos picos de energia em 2851eV (C-N) e 288,2eV (N-C=0),

consequéncia da reacdo de amidacéo para a funcionalizacdo com o0 PEG-NHs.

4.6.4 Potencial Zeta

O valor encontrado do potencial zeta para 0 OG-PEG-NH, 25 kGy foi de
-21,3 mV em pH 9,4, conforme apresentado na Figura 43. Enquanto, o potencial zeta para
0 OG foi de - 36,8 mV como mostrado na Figura 25.

Figura 43- Potencial Zeta do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacao

Segundo LUO et al., (2016) que mediu o potencial zeta para esse mesmo
composto, o valor encontrado foi de -20,2 mV o qual, € justificado pela substituicdo do

oxigénio pelo nitrogénio.
4.6.5 Microscopia eletronica de transmissédo (MET) e microscopia de forga atdmica (AFM)

A morfologia do nanocompdsito foi investigada por MET. A Figura 44 mostra
a superficie do nanomaterial apds a funcionalizacdo com o PEG-NH, pela reacdo de
amidacao.
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Figura 44- Micrografia do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

Pode-se observar modificacdes na superficie do OG, o que sugere que a
funcionalizagdo foi bem sucedida (CHEN et al., 2018).

Na imagem adquirida por AFM da amostra, foi possivel visualizar o material
recoberto com PEG-NH, (Figuras 45).

Figura 45- Imagem de AFM do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

No perfil da altura do nanocomposito (Figura 46), indicado pelo niumero 1 na
Figura 45, observou-se que a altura da camada varia entre, aproximadamente, 8 a 12 nm
que para 0 OG 25 kGy foi de 1,5 a 2 nm. A altura medida para 0 mesmo nanocompasito
por WU et al., (2014) foi de 11,80 nm. Essa variacdo no tamanho é justificada pela
incorporacdo do PEG-NH, ao OG 25 kGy que é refletida também nas diferentes
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tonalidades de cores presentes na superficie do material.

Figura 46- Perfil da altura da camada do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo

4.7 Incorporacao do 6xido de grafeno funcionalizado com PEG-NH; 4.000 M, no

pericardio bovino

A incorporacdo do OG-PEG-NH; 25 kGy ao PB foi realizada por duas vias
distintas: adsorcéo e por reacdo quimica.

O processo de incorporagdo do OG-PEG-NH; ao PB por adsorc¢éo (Figura 47)
ocorre por interacdes intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio, dipolo-dipolo entre
os grupos funcionais presentes tanto no PB quanto no OG-PEG-NH, (GEORGAKILAS,
2014).

Figura 47- Incorporagdo do OG-PEG-NH, no PB por adsorcao
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Fonte: Adaptado de KANG et al.; Xu et al., (2014).
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InteracBes ndo covalentes ocorrem principalmente em dominios de carbono
oxidado ou sp? do OG. As interacdes n-n sdo fracas e dependem, entre outros fatores, dos
numeros de anéis aromaticos no sistema de elétrons « das moléculas de adsorcdo (GAO;
2015).

No processo por reacdo via quimica (Figura 48), ocorre a reagdo da carbonila
do carboxilico (-COOH) do OG ou do nanocompdsito e as aminas (-NH,) do colageno tipo
| do PB, em uma reacdo de amidacdo utilizando o agente de condensagio N, N’-
dimetilamino propil-3-etilcarbodiimida (EDC) (CAl et al., 2015).

Figura 48- Incorporagdo do OG-PEG-NH, no PB por reagdo quimica
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Fonte: Adaptado de KANG et al., e XU et al., (2014).

Vale ressaltar que nas interacbes ndo covalentes hd a possibilidade das
moléculas adsorverem reversivelmente na superficie do grafeno sem alterar a rede
eletrobnica o que ndo é possivel nas interacbes covalentes (GEORGAKILAS, 2014). As
interacdes covalentes sdo caracterizadas pelo compartilhamento de um ou mais pares de
elétrons entre atomos, causando uma atragdo mutua entre eles que mantém o complexo
resultante unido fortemente. (SHRIVER, 1998).

4.8 Caracterizagdes do pericardio bovino, apés a incorporacdo com OG-PEG-NH,
4.000 M,

As caracterizagdes do pericardio bovino foram realizadas por DRX, FT-IR e
AFM.
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4.8.1 Difracéo de raios-X (DRX)

A Difracédo de raios-X foi utilizada para avaliar alterac6es na cristalinidade do
PB causadas pela incorporacdo do OG-PEG-NH, 25 kGy.

No difratograma do PB pode-se observar 3 picos aproximadamente em (20
=7,8° 23,1° e 31,8°) os quais, sdo caracteristicos de colageno reticulado com
glutaraldeido. Nos difratogramas do OG-PEG-NH, 25 kGy incorporado ao PB por
adsorcdo (PB-OG-PEG-NH; AD) e do OG-PEG-NH; 25 kGy incorporado ao PB por
reacdo quimica (PB-OG-PEG-NH; RQ), pode-se observar 0s 3 picos caracteristicos do PB.
No difratograma do PB-OG-PEG-NH, AD, além desses picos foi observado um pico em

aproximadamente 11,5° caracteristico do OG (Figura 49).

Figura 49- Difratogramas do PB, PB-OG-PEG-NH, AD e PB-OG-PEG-NH, RQ
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Fonte: autora da dissertacao

A presenca do nanocompdsito no tecido bioldgico foi confirmada quando o
material foi incorporado por adsorcdo, 0 que ndo ocorreu na incorporacdo por reagao
quimica provavelmente devido a presenca de outros compostos durante o processo de
incorporagdo, como o EDC, dificultando o acesso ao OG. Na adsorc¢éo, a interagéo do OG
com o PB é muito fraca, deixando o nanomaterial mais disponivel e mais facil de detecta-

lo quando ocorre a difragdo. Por outro lado na via quimica, 0 OG esta ligado ao PB mais
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fortemente, o que faz com que a intensidade do pico do nanomaterial seja suprimida pelo
PB.
Além disso, pode-se inferir que a incorporacdo do OG-PEG-NH; tanto por

adsorcédo ou reacdo quimica nao provocou alteracdes na cristalinidade da membrana.

4.8.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier foi utilizada
para avaliar alteracfes dos grupos funcionais do PB causadas pela incorporacdo do OG-
PEG-NH, 25 kGy.

Nos espectros de FT-IR adquiridos para o PB, (PB-OG-PEG-NH, AD e PB-
OG-PEG-NH; RQ ndo foram observadas diferencas significativas nas bandas de absorc¢éo
a 3.279, 1635 e 1.550 cm™ atribuidas aos estiramentos do OH, das carbonilas (C=0) de
amida | e das aminas N-H de amida Il respectivamente, como mostra a Figura 50
(CABRAL, 2016).

Figura 50 — Espectros de infravermelho com transformada de Fourier do PB, PB-OG-PEG-NH, AD e PB-
OG-PEG-NH; RQ
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Fonte: autora da dissertacao

As analises realizadas por FT-IR indicaram que ndo houve modificacfes dos

grupos funcionais presentes na superficie do PB, o que podemos especular que
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possivelmente a incorporagdo do OG-PEG-NH, tanto por adsor¢do ou reacdo quimica ndo
alterou os grupos funcionais do biomaterial ou a quantidade do nanocomposito

incorporado foi muito pequena.

4.8.3 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Apdbs a incorporacdo por adsorcdo e por reacdo quimica do biomaterial pelo
OG-PEG-NH; 25 kGy, foram realizadas imagens do PB lado rugoso (Figura 51) e lado liso
(Figura 52).

Figura 51- Imagem de AFM do OG-PEGNH, 25 kGy incorporado ao PB do lado rugoso

1.3 um

Pericardio Bovino (Controle)

Incorporagao por reagao quimica

Fonte: autora da dissertacdo
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Figura 52- Imagem de AFM do OG-PEGNH, 25 kGy incorporado ao PB do lado liso

1.2um

-0.1 um

Pericardio Bovino (Controle)

Incorporagao por reagao quimica

Fonte: autora da dissertagéo

As imagens confirmaram modificagdes na superficie do tecido biolégico como
0 recobrimento das lacunas quando o nanomaterial foi incorporado ao lado rugoso do PB e
o0 recobrimento de toda a superficie da membrana do lado liso.

Pode-se observar também, que do lado rugoso, algumas fibras continuam
visiveis ap06s a incorporagdo devido as diferencas entre suas alturas. Desse lado da
membrana o0 OG-PEG-NH, tende a ocupar os espacos disponiveis entre as fibras o que ndo

ocorre do lado liso do PB onde as fibras sdo mais organizadas.

4.9 Caracterizacao do OG funcionalizado com PEG-NH; 6.000 M,, comercial

As caracterizagbes do OG-PEG-NH; 25 kGy foram realizadas por FT-IR,
Raman e XPS.

4.9.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro de FT-IR apds a funcionalizacdo do OG com PEG-NH; comercial

esta apresentado na Figura 53.
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Figura 53-Espectro de FT-IR do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo

Pode-se observar a banda de absorcdo em 1.640 cm™ caracteristica de carbonila
de amida. Outra evidéncia da funcionalizacdo foi a presenca de trés bandas em
aproximadamente 2.900 cm™® (CH,), 1.251 cm® (C-N) e a 1.102 cm® (-C-O-)
caracteristicas da cadeia de amino-polietilenoglicol (ZHANG et al., 2016). As bandas
atribuidas aos grupos funcionais que contém nitrogénio confirmam a funcionalizacdo do
OG.

4.9.2 Espectroscopia Raman

No espectro Raman foi identificado as bandas D e G respectivamente em
1.337 cm™ e 1.595 cm™, semelhantes as bandas D e G do OG. Apés a deconvolugdo foram
calculadas para 0 OG-PEG-NH; 25 kGy as relac6es Ip/ls e 0 valor obtido foi de 1,28 como

mostra a Figura 54.



87

Figura 54- Deconvolugdo do espectro raman do OG-PEG-NH, 25 kGy.
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Fonte: autora da dissertacao

Nesse caso, o valor de Ip/lg igual a 1,28 para OG-PEG-NH, 6.000 M, 25 kGy
foi maior que Ip/lg igual a 1,21 obtido para 0 OG-PEG-NH; 4.000 M, 25kGy. Esse
aumento nos valores de Ip/lg provavelmente esta relacionado com a diferenca de tamanho
dos PEG-NHs.

4.9.3 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)
O espectro de XPS foi obtido para identificacdo dos elementos quimicos

carbono (C), oxigénio (O) e nitrogénio (N) respectivamente em 286,08 eV; 533,08 eV e
400,08 eV (Figura 55).

Figura 55- Espectro de XPS do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacéo
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Cada elemento quimico identificado foi quantificado em porcentagem (%)

como apresentado na Tabela 12.

Tabela 12- Quantificacdo dos elementos quimicos presentes no OG-PEG-NH, 25kGy

Elementos Carbono (%) Oxigénio (%) Nitrogénio(%)

Quantificacao 61,6 36,5 1,9

Fonte: autora da dissertacéo

No espectro de XPS o C(1s) foi deconvoluido em quatro picos de energia de
ligagdo centralizados em 284,9 eV, 287,0 eV, 286,0 eV e 284,2 eV que correspondem
respectivamente as ligacdes C-N, C-O-C, C-OH e C=C (CHEN et al., 2018) conforme

apresentado na Figura 56.

Figura 56- Deconvolucdo do espectro C (1s) do OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacao

A modificacdo da superficie do OG pela reagdo de amidacéo produziu um novo

pico de energia como o0 284,9 eV (C-N).

4.10 Incorporacdo do OG-PEG-NH, 6.000 M, ao PB por reagdo quimica

Tendo em vista, que o biomaterial sera utilizado na area médica e para
assegurar a eficacia dessa incorporagdo conforme descrito na secdo 4.7, nos ensaios
citotoxicos, calcificacdo e reatividade atrial foi utilizada somente a incorporagéo por reacdo

quimica.
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4.10.1 Caracterizacdo do PB-OG-PEG-NH; por espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi utilizada para avaliar os efeitos do OG-PEG-NH,
25 kGy na estrutura secundaria do PB. Nos espectros do PB e do PB-OG-PEG-NH; RQ
foram observadas bandas de amida Il1, 5-NH e amida I, respectivamente em 1.242, 1.450 e
1.665 cm™ caracteristicas da estrutura do colageno I, (Figura 57).

Figura 57- Espectros Raman das principais estruturas do PB e do PB-OG-PEG-NH, RQ
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; Amidalll PB

Intensidade (u.a.)

—r— —
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Deslocamento Raman (cm’')

Fonte: autora da dissertacao

De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que a incorporacdo
do OG-PEG-NH; ao PB por reacdo quimica ndao modificou a estrutura do biomaterial.

4.11 Ensaio Citotdxico

Para a aplicacdo do OG em areas da Engenharia de Tecidos e Nanomedicina é
necessario o estudo da viabilidade em diversas células, além de novas rotas para reducao
da toxicidade do nanometrial (BATIUSKAIKE; GRINCEVICIUTE; SNITKA, 2015).

Sendo assim, o objetivo desse ensaio foi de avaliar a citotoxicidade do OG,
OG-PEG-NH; e dos elu de PB obtidos antes e ap0s a incorpora¢do do OG-PEG-NH, por
reacdo quimica.

O método empregado no ensaio citotoxico foi o CellTiter 96 que avalia a

quantidade de células vidveis apds a exposicdo ao agente toxico. O CellTiter 96 é um teste
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colorimétrico preparado com solugbes de um composto tetrazolico, o qual o MTS ¢
reduzido pela atividade da enzima desidrogenase mitocondrial com formacéo de cristais
sollveis aquosos de sal formazan de cor purpura (NOZAKI et al., 2012).

Os graficos a seguir (Figuras 58-63) mostram respectivamente 0s resultados
obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade das amostras de OG, OG-PEG-NH,, Gréfico
de comparacdo entre 0 OG 25 kGy e OG-PEG-NH; 25 kGy os eluidos obtidos do PB
antes e apos a incorporacdo do OG-PEG-NH, por reacdo quimica e um grafico

comparativo entre essas amostras de PB.

Figura 58- Gréfico de citotoxicidade do OG 25 kGy. Os valores foram expressos como média + EPM.
ANOVA de uma via seguida de po6s teste de Bonferroni, onde ****P <0,05 vs. CC e ns (ndo
significante) vs. CC.
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Fonte: autora da dissertacéo.

Figura 59- Gréfico de citotoxicidade do OG-PEG-NH, 25 kGy. Os valores foram expressos como
média + EPM. ANOVA de uma via seguida de pés teste de Bonferroni, onde ****P <0,05vs. CCe
ns (ndo significante) vs. CC.
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Fonte: autora da dissertacdo.



Figura 60- Grafico de comparacéo entre 0 OG 25 kGy e OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacao.

Figura 61- Gréfico de citotoxicidade do eluido do PB. Os valores foram expressos como média + EPM.
ANOVA de uma via seguida de pos teste de Bonferroni, onde ****P <0,05 vs. CC e ns (ndo significante)

vs. CC.
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Fonte: autora da dissertacéo.

Figura 62- Grafico de citotoxicidade do eluido do PB-OG-PEG-NH, RQ. Os valores foram expressos
como média £+ EPM. ANOVA de uma via seguida de pos teste de Bonferroni, onde ****P <0,05 vs.

CC e ns (ndo significante) vs. CC.
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Fonte: autora da dissertacao.




92

Figura 63- Grafico de comparagdo entre o eluido do PB e PB-OG-PEG-NH, RQ
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Fonte: autora da dissertacao.

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas e avaliadas as quantidades de
células de ovario de hamster chinés (CHO) viaveis ap0s a exposi¢do ao agente toxico. A
partir dos resultados obtidos para 0 OG 25 kGy pode-se observar que em concentracfes
iguais ou inferiores a 20 ug/ml ndo houve reducdo da viabilidade celular comparado ao
controle. No entanto, foi observado que concentracdes iguais ou superiores a 50 ug/mi
reduziram a viabilidade celular. A concentracéo inibitoria (1Cso) que indica a concentragdo
do OG, no meio de cultura, que reduz para 50 % o numero de células viaveis foi calculada
e o valor encontrado foi de 53,5 pg/mL com desvio médio de (+/-) 8,0.

A sintese do OG através do método Hummers (ver secdo 3.4.1) forma
hidrocarbonetos poliaromaticos fortemente oxidados que podem causar reacfes bioldgicas
adversas (KUMAR; PATTAMMATTEL, 2017).

Uma rota muito utilizada para a reducdo da toxicidade do OG é a sua
funcionalizacdo com PEG-NH,. O PEG é um polimero biocompativel e altamente
hidrofilico, uma vez funcionalizado ao OG aumenta a dispersibilidade e estabilidade desse
nanomaterial em solucdo aquosa e em solugbes fisiologicas como soro e meio celular.
Além disso, o PEG aumenta a meia-vida de circulacdo de nanomateriais no sangue
evitando a opsonizagdo (GEORGAKILAS, 2014). Os resultados obtidos no ensaio de
citotoxicidade para 0 OG-PEG-NH; 25 kGy demonstraram que ndo houve reducdo da
viabilidade celular em concentragdes de 10 a 200 ug/ml (Figura 59).

Nos resultados obtidos dos eluidos observou-se que em concentragfes iguais
ou inferiores a 6,3% ndo houve a reducéo da viabilidade celular comparado ao controle. No
entanto, em concentragdes iguais e superiores a 12,5% a viabilidade celular foi reduzida.

Foram calculados os ICsp para ao eluidos do PB e do PB-OG-PEG-NH, e os valores
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encontrados foram 9,4 % com desvio padréo de (+/-) 1,8 % e 10,3 % com desvio de (+/-)
0,6 % de eluido, respectivamente. Possivelmente ndo houve a remocdo completa do
formaldeido, agente de conservacdo das membranas, durante as lavagens (ver secédo
3.12.1).

4.12 Ensaio da Reatividade Atrial

O ensaio de reatividade atrial foi realizado em colaboracdo com o grupo de
pesquisa da Profa. Dra. Soraia Costa do Departamento de Farmacologia do ICB-USP.

O método consiste em avaliar o efeito do OG e OG-PEG-NH; 25 kGy na
funcdo cardiaca. Nesse ensaio, utilizou-se o atrio direito (AD) isolado de camundongos que
possui as células que controlam a ritmicidade (células do no sino-atrial) cardiaca. Ainda
que o AD seja isolado (Figura 64) e mantido em solucéo nutriente e aerado constantemente

com uma mistura de O, e CO,, 0 mesmo continua a manter os batimentos constantes.

Figura 64- Atrio direito isolado de camundongo

Fonte: autora da dissertacao

Pode-se observar na Figura 65, que em concentracdes crescentes dos

nanomateriais, a capacidade de batimento per se do AD aumenta.
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Figura 65- Curvas concentragdo-resposta para 0 OG 25 kGy e OG-PEG-NH, 25 kGy realizadas em atrio
direito isolado de camundongos C57BI/6
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Fonte: autora da dissertacéo.

No tecido cardiaco pré-incubado (30 min) com o0s nanomateriais ndo foi
observado alteracdo na resposta ao agonista adrenérgico norepinefrina (Figura 66). Esse
agonista promove o aumento da frequéncia de batimentos do atrio direito. Se houvesse
interacdo do OG ou OG-PEG-NH, com o0s receptores adrenérgicos as curvas apresentariam
outro perfil.

Figura 66- Curvas concentracao-resposta para norepinefrina realizadas em atrio direito isolado de
camundongos C57B1/6 previamente incubados com OG 25 kGy ou OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacao

A pré-incubacdo com OG 25 kGy reduziu a sensibilidade ao agonista carbacol
como mostra a Figura 67. Esse agonista em concentracdes crescentes promove a redugéo

da fregiiéncia de batimentos cardiacos, por outro lado, a pré-incubacdo com OG-PEG-NH,
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25 kGy néo apresentou alteragfes na resposta ao agonista carbacol.

Figura 67- Curvas concentracdo-resposta para carbacol realizadas em atrio direito isolado de camundongos
C57BI1/6 previamente incubados com OG 25 kGy ou OG-PEG-NH, 25 kGy
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Fonte: autora da dissertacdo

No ensaio de reatividade atrial, concentragdes iguais ou superiores a 50 pg/mi
de OG podem alterar a funcionalidade do AD de camundongos. Esses resultados
corroboram com os obtidos nos ensaios de viabilidade celular do OG apresentados na
Figura 58.

Para 0 OG-PEG-NH, concentracdes inferiores a 100 mg/ml ndo apresentaram
efeitos toxicos na viabilidade celular e na reatividade atrial. Possivelmente alteracdes na
estrutura do OG estariam interagindo com 0s receptores colinérgicos, provocando uma
reducdo na sensibilidade como observada na Figura 67.

Entretanto, 0 OG-PEG-NH; 25 kGy reduziu a toxicidade em ensaios celulares
e ndo afetou a reatividade atrial, demonstrando dessa maneira que a alteracdo de estrutura

do OG com a funcionalizagdo foi eficiente em reduzir a toxicidade.

4.13 Ensaio de Resisténcia

O ensaio de resisténcia é fundamental para estudar as caracteristicas mecanicas
dos materiais. Por esse método pode-se selecionar quais materiais sdo 0s mais indicados
para uma dada aplicacdo, pode prever como ird reagir quando submetido a maiores

esforcos fisicos além de fazer um controle de qualidade. Para uma andlise adequada, as
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amostras devem ter area e forma definidas, apresentar as extremidades mais largas para
garantir maior aderéncia as pingas, evitando deslizes ao realizar o ensaio. No centro da
amostra, também conhecido com parte Util, sdo realizadas as medidas das propriedades
mecanicas do material. Essa regido possui uma area menor para garantir que a deformacao
ou ruptura ocorram no local pretendido (LOPES, 2017).

O PB é um material anisotropico, ou seja, suas propriedades mecanicas
dependem da direcdo. Por esse motivo, a norma (ASTM D638-10) determina que sejam
realizados cinco testes com as amostras cortadas em sentido longitudinal e cinco na
transversal. Na figura 68 s&o mostradas as rupturas realizadas nos corpos de prova do PB
apos o ensaio de resisténcia.

Figura 68 - Corpos de prova, apos o teste de resisténcia. PB-OG-PEG-NH, AD (A) e PB-OG-PEG-NH, RQ
(B). As fraturas ocorreram na parte Gtil da amostra.

Fonte: autora da dissertacdo

Os pardmetros avaliados nesse ensaio foram o mdédulo de Young, limite de
escoamento (LE), carga maxima, tensdo de tracdo maxima, tenacidade na ruptura e tensdo

de tracdo na ruptura conforme Figura 69.
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Figura 69- Ensaio de resisténcia mecénica realizado em PB (Controle) e PB incorporado com 3 % (m/m) de
OG-PEG-NH, 4.000 M, por dois métodos diferentes (Adsor¢do e Quimica). (A) Médulo de Young, (B) LE a
0,2%, (C) Carga Maxima, (D) Tenséo de tracdo maxima, (E) Tenacidade na ruptura, e (F) Tensdo de tracdo
na ruptura. Os valores foram expressos como média + EPM. ANOVA de uma via seguida de pés teste de
Kruskal-wallis, onde™P <0,05 vs. PB. N = 10-10/ grupo.
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Os resultados obtidos demonstraram que houve uma melhora na resisténcia
mecanica aumentando:
-O mddulo de Young, que fornece uma indicagéo da rigidez do material;
-Limite de escoamento a 0,2%, que indica a resisténcia do material a deformacéo plastica
permanente;
-Carga maxima, relacionada a carga maxima suportada pelo material;
-Tensdo de tracdo maxima, que corresponde ao valor maximo de tensdo que o material
suporta antes de se deformar ou romper;
-Tenacidade na ruptura, que esta relacionada a energia ou impacto que o material pode
absorver antes de fraturar e;

-Tensdo de tracdo na ruptura, que indica a tensdo de tracdo na ruptura do material.

Os resultados obtidos para PB (controle) e PB incorporado com 3 % e 6% de
OG-PEG-NH; RQ 6.000 M,, com 0s mesmos parametros de resisténcia mecanica descritos

anteriormente estdo apresentados na Figura 70.
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Figura 70 - Ensaio de resisténcia mecénica realizado em PB (Controle) e PB incorporado com 3 % e 6% de
OG-PEG-NH, RQ 6.000 M,. (A) Mddulo de Young, (B) LE a 0,2%, (C) Carga Maxima, (D) Tensao de
tracdo maxima, (E) Tenacidade na ruptura, e (F) Tensdo de tracdo na ruptura. Os valores foram expressos
como média + EPM. ANOVA de uma via seguida de pds teste de Kruskal-wallis, onde*P <0,05 vs. PB. N =
10-10/ grupo.
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Fonte: autora da dissertacao

Observou-se que ndo houve diferengas significativas quanto as propriedades
mecanicas do PB (controle) e as amostras testadas.

Neste caso, os resultados demonstraram a influéncia do tamanho do polimero
na incorporacdo do PB. O impedimento estérico do PEG-NH, 6.000 Mn dificultou a
ligacdo do OG ao biomaterial e consequentemente a sua incorporacdo. A amidagao, nesse

caso, ocorreu entre o grupo —NH; do PEG e o grupo — COOH do PB.
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4.14 Ensaio de Calcificagdo

O ensaio de calcificacdo foi realizado a fim de determinar o potencial de
interacdo das amostras de pericardio bovino com o meio SBF, induzindo uma deposicédo de
ions célcio em sua superficie.

As amostras de pericardio foram avaliadas analisando as imagens do MEV e
por composicdo superficial mensurada pelo EDS. A partir de um aumento de 250X foi
realizado o mapeamento dos elementos na superficie das amostras.

Nesse ensaio, foram utilizadas 3 amostras de PB incorporados, por reacao
quimica, do OG-PEG-NH, de tamanho 6.000 M, e 3 amostras de PB em formaldeido (FA,
4%) como controle.

As Figuras 71A e 71B correspondem as amostras iniciais de PB e PB-OG-
PEG-NH; RQ, respectivamente, antes da imersdo em SBF. Nas Figuras 71C, 71D, 71E,
71F, 71G, 71H, 711 e 71J sdo mostradas as amostras PB e PB-OG-PEG-NH,; RQ com 7
dias, 15 dias, 30 dias e 60 dias de incubagdo em SBF.

Figura 71- Micrografias de amostras de PB testadas em ensaio de calcificacdo: PB antes da imersdo em SBF
(A), PB-OG-PEG-NH, RQ antes da imersdao em SBF (B), PB com 7 dias (C), PB-OG-PEG-NH, RQ com 7
dias (D), PB com 15 dias (E), PB-OG-PEG-NH, RQ com 15 dias (F), PB com 30 dias (G), PB-OG-PEG-NH,
RQ com 30 dias (H), PB com 60 dias (1) e PB-OG-PEG-NH, RQ com 60 dias (J).
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Fonte: autora da dissertagéo

Nas micrografias foi possivel visualizar depositos arredondados sobre as fibras
de colageno do pericardio bovino similar a depoésitos de calcio (Ca), sendo confirmados
pelo EDS. A andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferencas significativas entre as
amostras de PB-OG-PEG-NH; RQ e o controle. Porém houve diferencas em ambos 0s
casos no tempo inicial, em que as amostras ndo estavam em contato com a solucdo SBF, e

0s tempos em que as amostras estavam nesta solucdo (Figura 72).

Figura 72- Ensaio de calcificacdo realizado em PB (Controle) e PB incorporado com 10 % de OG-PEG-NH,
por reacdo quimica. Os valores foram expressos como média £+ EPM. ANOVA de uma via seguida de pds
teste de Bonferroni, onde ***P <0,05 vs. PB tempo (0) e ns (ndo significante) vs. PB tempo(7,15, 30 e 60).

100+
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Fonte: autora da dissertacdo

Apesar de a literatura descrever que o0 PEG-NH, 6.000 M, inibi a adsorcéo de
calcio (VASUDEV; CHANDY,; 1999) sua presenca nas amostras analisadas pode ser
justificada pela pequena quantidade de nanomaterial incorporado, ndo sendo possivel o
recobrimento da superficie da membrana. De acordo com SCHOEN e LEVY (2005) o
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processo de calcificagdo também pode ser desencadeado pela utilizacdo de glutaraldeido
nos processos de reticulacdo do pericardio bovino. Porém, a relacdo Ca/P permite
investigar o tipo de depoésito formado nas amostras. O principal tipo de formacéo
averiguada € a da hidroxiapatita (HA) de formula molecular Caio(PO4)s(OH),.

A presenca de P (fosforo) também foi confirmada pelo EDS possibilitando o

calculo da relagdo Ca/P para todas as amostras (Figura 67) como é mostrado na Tabela 13.

Tabela 13- Relagdo Ca/P obtidos por EDS. * Média de trés valores (n=3)

Média* Ca/P para as

- Adia*x
Tempo (dias) Media* Ca/P para as amostras de PB-OG-PEG-
amostras de PB
NH; RQ
0 0,59 + 0,04 0,56 + 0,20
7 2,21 + 0,08 2,22 +0,22
15 2,36 £ 0,20 2,45 +0,14
30 2,37 +0,19 2,46 +0,11
60 2,50+0,13 2,48 + 0,08

Fonte: autora da dissertacéo

A razdo Ca/P 1,67 é caracteristica da hidroxiapatita (COSTA et al., 2009)
porém, as amostras analisadas apresentaram valores de relacdo Ca/P maiores que 1,67,

indicando que pode ter ocorrido a formacéo da HA-carbonatada.
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5 CONCLUSAO

As caracterizacbes realizadas confirmaram a sintese do amino-
polietilenoglicol, OG e OG-PEG-NH,.

A utilizacdo da radiacdo gama, para a esterilizacdo ndo causou nenhuma
degradacéo estrutural ou morfoldgica nos materiais.

Os métodos para a incorporacdo do pericardio bovino com OG-PEG-NH;
4.000 M,, tanto por adsor¢do quanto por reacdo quimica melhoraram o desempenho
mecénico do biomaterial.

E digno de nota, que ao realizar 0 mesmo ensaio para 0 OG-PEG-NH,
6.000 M, o resultado obtido foi diferente ao anterior. O PEG-NH, de massa molecular
maior deve ter impedido, por efeitos estéricos a incorporacdo do éxido de grafeno ao
biomaterial.

Nos ensaios de citotoxicidade houve reducédo da viabilidade celular para o OG,
para o0 extrato do PB controle e apds a incorporacdo do OG-PEG-NH; 6.000 M,. No
entanto, as amostras testadas de OG-PEG-NH, 6.000 Mn foram biocompativeis, visto que
néo foi observada a reducdo da viabilidade celular.

Observou-se também que o0 OG-PEG-NH, 6.000 M, ndo apresentou toxicidade
em ensaios celulares, como também néo afetou a reatividade atrial em camundongos.

A incorporacdo de 10% do nanocompdsito OG-PEG-NH; 6.000 M, néo foi
suficiente para inibir a adsorcdo do célcio no PB.

Pode-se concluir que o PEG-NH; 4.000 M, possui o potencial para melhorar a
resisténcia mecanica de biomateriais que possuem colageno I, ao passo que o PEG-NH,
6.000 M, por ndo apresentar citotoxicidade pode ser um candidato em potencial como

carreador de farmacos e em especial para os cardiacos por nao afetar a reatividade atrial.
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6 TRABALHOS FUTUROS

-Avaliar a citotoxicidade do OG-PEG-NH, 4.000 M, do extrato do pericardio bovino

anterior e apds a incorporacao, por reacdo quimica, desse hanocomposito.

- Avaliar a adsorcdo de calcio do pericardio bovino apds a incorporacdo, por reacdo
quimica, do PEG-NH; 4.000 M.

-Realizar ensaios de reatividade atrial para 0 OG-PEG-NH, 4.000 M,

- Analisar a calcificacdo em PB com maiores quantidades de nanomaterial incorporado.

- Avangar para estudos in vivo em um modelo animal.

- Pesquisar sobre a interacdo do tecido modificado com OG-PEG-NH, 4.000 M, com

celulas e componentes do sangue.
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camundongos: papel do dimorfismo sexual, dos receptores de potencial transiente (TRP), toll 4
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producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
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n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA). Ante esta
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NO USO DE ANIMAIS do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-ICB/USP),
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- Investigador Principal: Dr.(a.) Soraia Katia Pereira Costa
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- Team members: Charliston Alves da Cunha (Undergraduate Student), Anderson Romério Azevedo
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Espécie/Species Linhagem/Strain Sexo/Gender Idade-Peso/ Age- Total
Weight
Mus musculus C57BL/6 Macho/male | 2-15 g 60
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C57BIl/6 KO Toll 4 (TLR4) Macho/male | 2-15¢g 20
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