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Resumo

SANTOS, I. F. Sintese de nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) modificadas com aminosilanos para aplicacio em Engenharia de
Tecidos. 2017. 102p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2017.

A Engenharia de Tecidos tem como objetivo desenvolver alternativas para o tratamento de
doengas degenerativas e regeneragdo de tecidos lesionados. O principio basico da
Engenharia de Tecidos ¢ promover o crescimento de células sobre um substrato. Esse
substrato deve reproduzir a matriz extracelular, influenciando a diferenciacdo e as fungdes
celulares. Para isso, neste trabalho, nanoparticulas poliméricas de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) (PHBHYV), com diferentes didmetros hidrodinamicos, foram sintetizadas
pelo método de emulsdo-evaporagdo do solvente. A concentragdo do surfactante, a
velocidade de agitacdao durante a emulsificagdo e o tempo de agitacao foram variados a fim
de se analisar a influéncia desses parametros no didmetro hidrodindmico, indice de
polidispersidade e estabilidade coloidal das emulsdes. Os parametros que mais
influenciaram no didmetro hidrodinamico e no indice de dispersidade foram a concentragao
de surfactante e a amplitude de sonicagdo da emulsdo, respectivamente. Apos a obtengao das
dispersdes com estabilidade coloidal, realizou-se a modifica¢ao quimica da superficie dessas
particulas utilizando os aminosilanos, 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) e 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES). Essa modificagdo quimica na superficie das
nanoparticulas teve como objetivo a mimetizagdo da matriz extracelular, permitindo a
adesdo e proliferacao das células. As particulas modificadas foram caracterizadas por
espalhamento de luz dinamico (DLS), microscopia de for¢a atomica (AFM), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) e Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H). Os resultados
de FTIR mostraram o aparecimento de pico referente ao grupo amino, que foi indicativo da
modifica¢do quimica da superficie das nanoparticulas. Os resultados de RMN 'H mostraram
o sinal dos grupos CH3 do silano APTMS no espectro das nanoparticulas modificadas por
APTMS, e nas particulas modificadas por APTES, foi possivel identificar o sinal referente
aos grupos CH> do APTES. A partir desses resultados comprovou-se a modifica¢do quimica

da superficie das nanoparticulas pelos aminosilanos.

Palavras-chave: Engenharia de Tecidos. Nanoparticulas. PHBHV. Matriz extracelular.



Abstract

SANTOS, 1. F. Synthesis of poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)
nanoparticles modified by aminosilanes to be used in tissue engineering. 2017. 102p.
Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo, Lorena, 2017

Tissue engineering aims to develop alternatives to treat damaged tissues by promoting tissue
regeneration. The basic principle of Tissue Engineering is to promote the growth of cells on
a substrate. This substrate must reproduce the extracellular matrix, influencing particular cell
functions and differentiation fate. For this purpose, at the present work, polymeric
nanoparticles of poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBHV) with different
hydrodynamic diameters were synthesized by emulsion-solvent evaporation technique. The
concentration of the surfactant, stirring speed during emulsification and stirring time were
varied in order to analyze the influence of these parameters on hydrodynamic diameter,
polydispersity and colloidal stability. The parameters that most influenced the hydrodynamic
diameter and polydispersity index were the variation in the surfactant concentration and the
variation of emulsion sonication amplitude, respectively. After that, the nanoparticles had
their surface modified by 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTMS) and 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES). The aim of this chemical modification was to mimic
the extracellular matrix, allowing the adhesion and proliferation of cells. The modified
particles were characterized by dynamic light scattering (DLS), atomic force microscopy
(AFM), differential scanning calorimetry (DSC), Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) and proton nuclear magnetic resonance ('H NMR). The FTIR results showed a peak
of the amino group, which was an indicative of the nanoparticles surface chemical
modification. '"H NMR results showed the signal of the CH3 groups of the APTMS silane in
the spectrum of the APTMS-modified nanoparticles and in the APTES-modified particles it
was possible to identify signal relating to the CH, groups of the APTES. From these results,

it was verified the nanoparticles surface chemical modification by the aminosilanes.

Keywords: Tissue Engineering. Nanoparticles. PHBHV. Extracellular Matrix
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por transplante de 6rgaos e a alta escassez destes impede o
salvamento de inumeras vidas. Buscando uma solugdo para esse problema, muitos estudos
estdo sendo desenvolvidos no campo da engenharia de tecidos, visando o tratamento de
doencas degenerativas e a regeneracao de tecidos lesionados.

A engenharia de tecidos, subcampo da medicina regenerativa, tem como defini¢ao
a producdo de partes do corpo ex vivo, através da inoculagdo de células em suportes
(ORLANDO et al., 2011).

As células-tronco sdo interessantes para aplicacdo em Engenharia de Tecidos, pois
sdo células indiferenciadas e nao-especializadas, podendo formar diferentes tipos celulares,
se inoculadas em suportes adequados (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015; WATT;
HOGAN, 2000; BERNA et al., 2001). Estas células sdao classificadas em embrionarias,
adultas e de pluripoténcia induzida, sendo as mais utilizadas as adultas, devido a sua
estabilidade genomica e por ndo envolverem questdes éticas, como € o caso das embrionarias
(ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

Os suportes utilizados em engenharia de tecidos, onde as células sdao inoculadas,
devem reproduzir a matriz extracelular, para permitir o crescimento celular e regenerar os
tecidos lesionados (KUO et al., 2015). Esses substratos podem ser encontrados na forma de
fibras, espumas, esponjas, hidrogéis e microesferas, sendo compostos por materiais como
metais, cerdmicas, polimeros naturais e sintéticos (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011;
OLSSON et al., 2008). Os suportes precisam atender certas caracteristicas de geometria,
porosidade, propriedades de superficie, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecanicas, para garantir o crescimento e a proliferacdo celular
(DHANDAYUTHAPANTI et al., 2011).

Os modelos convencionais de materiais utilizados como suportes em Engenharia de
Tecidos envolvem uma interagdo matriz-célula estatica, o que na verdade nao ocorre, pois,
essas interagdes sdo altamente dinamicas (SHARMA; SCHWARZBAUER; MOGHE,
2011).

Visando tornar as interagdes suporte-células dinamicas, nanoparticulas podem ser
adicionadas aos suportes. Além disso, as nanoparticulas atuam como reguladores de
interagdes entre integrinas, células e ligantes da matriz extracelular, possibilitando o controle

da adesao celular (SHARMA; SCHWARZBAUER; MOGHE, 2011). Elas também podem
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ser adicionadas aos substratos visando alterar caracteristicas de Dbioatividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e proliferacao celular dos materiais utilizados para
a preparagao dos suportes (SHARMA; SHREIBER; MOGHE, 2008; PETER et al., 2010;
ROOHANI- ESFAHANI et al., 2011; VERGNOL et al., 2016; TAJBAKHSH; HAJIALIB,
2017).

A sintese das nanoparticulas pode ser realizada utilizando diferentes tipos de
materiais € métodos. Os materiais poliméricos tém posicdo de destaque nessa area, pois €
possivel adequar sua estrutura, de maneira que se consiga atingir as propriedades necessarias
para promover a adesdo celular (JAYARAMAN et al., 2015). Além do tipo de material
utilizado na sintese das nanoparticulas, o tamanho destas e as suas propriedades de superficie
tem grande influéncia nos processos de adesdo e proliferacio celular (SHARMA;
SHREIBER; MOGHE, 2008).

Para se obter os tamanhos desejados das nanoparticulas e um sistema coloidal
estavel ¢ necessario ajustar os parametros do processo de formulagdo. No processo de
emulsdo-evaporacdo do solvente, por exemplo, alguns parametros podem ser ajustados,
como velocidade de agitacdo, tempo de agitacdo, concentracdo do polimero utilizada,
concentracao do surfactante, relacao polimero/surfactante, tipo do solvente organico e a taxa
de evaporacao deste (PACHECO et al., 2015). Com o ajuste desses parametros ¢ possivel
obter uma dispersdo de particulas com estabilidade coloidal para serem aplicadas em
suportes para Engenharia de Tecidos.

Além do tamanho das nanoparticulas e estabilidade do sistema, muitas vezes, se faz
necessario alterar as propriedades de superficie das particulas, visando o aumento da
interagdo celular. Com isso, para aumentar a adesdo celular em suportes contendo
nanoparticulas, uma modifica¢do quimica da superficie dessas particulas pode ser realizada,
pela inser¢cdo de moléculas bioativas como proteinas, acidos nucléicos e carboidratos,
tornando o material mais adequado ao crescimento celular, devido a mimetizagdo da matriz
extracelular (ARMENTANO et al., 2010; HERSEL; DAHEMEN; KESSLER, 2003).

A modificacdo quimica ou funcionalizacdo da superficie com oligopeptideos ou
ligantes de matriz pode ser realizada utilizando agentes de acoplamento, que sao moléculas
que permitem a ligacdo da superficie do material polimérico com a molécula bioldgica.
Como agentes de acoplamento, pode-se citar os aminosilanos, cujo grupo amino do material
se liga a molécula bioldgica e o grupo silanol se liga a superficie do material polimérico

(RIAU etal., 2015).
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Com isso, o principal objetivo desse trabalho foi sintetizar nanoparticulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBHV), funcionalizadas com grupo amino através
da utilizagdo de aminosilanos, para atuarem como reguladoras da diferenciagio celular de

células-tronco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia de Tecidos

A substituicao de partes do corpo por proteses, como exemplo, protéses metalicas,
implantes dentarios, etc. podem ser consideradas como inicio da Medicina Regenerativa. No
periodo da Revolucao Cientifica, a substituicdo de dentes, com utilizagdo de implantes
dentarios, encontrada em um cranio humano mostra a recuperacao da fungao que foi perdida
(MEYER, 2009).

Um grande marco na medicina regenerativa e reconstrutiva iniciou-se em torno da
década de 50, com o transplante de 6rgdos, uma das primeiras formas de terapia celular. No
inicio, o sucesso do transplante dependia apenas da habilidade do cirurgido, pois nao se
conhecia a importancia da resposta imune do corpo. Apenas com o advento dos
imunossupressores que o transplante cresceu consideravelmente (KEMP, 2006).

Com o avango dessa tecnologia, o primeiro transplante de rim foi realizado em
1954; em 1963 realizou-se os primeiros transplantes de figado e pulmao; em 1966 realizou-
se o primeiro transplante de pancreas e em 1967, o primeiro transplante de cora¢cdo. Em 1968
ocorreu o primeiro transplante de células-tronco hematopoéticas, onde a inoculagdo dessas
células no paciente permitiu a reconstituicdo da medula 6ssea. Esse rapido crescimento no
transplante de orgdos permitiu o salvamento de inimeras vidas, mas ndo foi possivel atender
grande parte dos pacientes, devido a grande demanda e a escassez de o0rgdos disponiveis
(KEMP, 2006).

A regeneracdo de orgdos e tecidos ocorre dentro do reino animal, apresentando
diferencas entre animais de espécies diferentes, como por exemplo entre mamiferos e
anfibios. Essa disparidade também ocorre dentro do proprio corpo humano, como por
exemplo, a diferenca na capacidade de regeneragdo entre o figado e o rim. Essa caracteristica
sempre intrigou a comunidade cientifica (CHRIST et al., 2013). Entdo, impulsionados por
essa curiosidade e pelo grande crescimento no numero de transplantes de 6rgdos € a escassez
destes, na década de 60, as pesquisas voltadas a culturas celulares e de tecidos cresceram
muito, e, segundo Kemp (2006), buscou-se entender como ocorre o crescimento celular, a
importancia dos tipos celulares diferentes, as funcdes dos diferentes metabolitos, os sinais e

comportamentos celulares. Devido a essas pesquisas, nos anos 90, iniciou-se 0 uso €
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comercializa¢dao de enxertos de pele, sendo um marco na visao moderna da Engenharia de
Tecidos (ORLANDO et al., 2011).

Além dos estudos voltados a regeneragao do tecido epitelial, tem-se a construgao
de traqueia, que foi implantada com sucesso em pacientes; vasos sanguineos, uretra, coracao,
figado, rim e pancreas sintetizados utilizando a Engenharia de Tecidos (DAAR, 2013).

O termo engenharia de tecidos foi introduzido em 1985 pelo pesquisador YC Fung
da Universidade da Califérnia em Sao Diego (KEMP, 2006). As defini¢des de Engenharia
de Tecidos variam e muitas vezes se confundem com a Medicina Regenerativa (KATARI;
PELOSO; ORLANDO, 2015).

Engenharia de tecidos e medicina regenerativa sdo conceitos usados,
frequentemente, sem distingdo. Mas, muitos especialistas argumentam que estes dois termos
representam campos de pesquisa diferentes e, portanto, seus conceitos semanticos sao
distintos. O termo engenharia de tecidos foi mencionado aproximadamente 15 anos antes
que o termo medicina regenerativa, mas grande parte dos pesquisadores considera a
engenharia de tecidos como um subcampo da medicina regenerativa (KATARI; PELOSO;
ORLANDO, 2015).

Segundo Orlando et al. (2011), a medicina regenerativa envolve a regeneragao de
células, tecidos e 6rgdos humanos, tanto in vivo, quanto ex vivo. Para permitir a regeneragao
sao utilizadas células, suportes, fatores de crescimento e manipulagao de genes. E, para esses
mesmos autores, engenharia de tecidos ¢ um subcampo da medicina regenerativa, em que a
producao de partes do corpo ocorre exclusivamente ex vivo, sendo realizada através da
inoculagao de células em suportes.

Para Daar e Greenwood (2007), a engenharia de tecidos faz parte da medicina
regenerativa. Para os autores, a medicina regenerativa € tratada como um campo mais amplo,
e a engenharia de tecidos utiliza a combina¢ao de células, biomateriais € moléculas soluveis
para estimular o crescimento celular e tecidual e a medicina regenerativa inclui esses fatores,
mas também pode envolver engenharia genética e o transplante de células, sem
necessariamente o uso de suportes.

De acordo com Katari, Peloso e Orlando (2015), os avangos tecnoldgicos mostram
que essas duas categorias estao extremamente relacionadas e ha uma tendéncia em combinar
os termos e tratd-los como uma unica atividade de pesquisa.

Mesmo com as diferentes interpretagdes dos conceitos de medicina regenerativa e
engenharia de tecidos encontradas na literatura, para o presente trabalho, foram consideradas

as definigdes fornecidas por Daar e Greenwood (2007) e Orlando et al. (2011), em que a



22

engenharia de tecidos tem como objetivo a combinagao de células, biomateriais e moléculas
soluveis para estimular o crescimento celular e tecidual ex vivo, possibilitando a regeneragao
de orgaos e tecidos lesionados, sendo uma das técnicas utilizadas no ramo da Medicina

Regenerativa.

2.1.1 Células-tronco

A ideia de células-tronco existia pelo menos 90 anos antes de sua descoberta.
Segundo Armstrong et al. (2012), a teoria da existéncia das células-tronco foi proposta por
Haeckels em 1868, que idealizou a existéncia de uma “stamzelle”, que seria uma célula nao
comprometida ou indiferenciada, responsavel pela producao de diversos tipos celulares
diferentes, para a regeneracao das partes do corpo.

As evidéncias que comprovaram a teoria de Haeckel foram mostradas em 1963 com
o artigo de Becker et al. (1963), mas os trabalhos envolvendo essa pesquisa iniciaram em
1961 com os pesquisadores James Till, fisico de radia¢do e Ernest McCulloch, hematologista
e especialista em leucemia. Os cientistas estavam pesquisando a sensibilidade das células
normais da medula 6ssea de ratos versus células cancerigenas, quando submetidas a
radiacdo, para avaliar como o campo da radioterapia poderia ser direcionado. Com o
trabalho, perceberam que colonias celulares de eritréides e mieldides estavam sendo
formadas nos bagos dos hospedeiros irradiados e que essas colonias estavam surgindo de um
unico tipo celular, ou seja, um precursor comum estava formando tipos celulares diferentes.
Com o conhecimento e tecnologia disponiveis na epoca, ndo foi possivel isolar esse tipo
celular para conhecer seu fenotipo (ARMSTRONG et al., 2012; WEISSMAN, 2014;
BECKER etal., 1963).

Apbs a descoberta das células tronco adultas por Till e McCulloch na década de
60, os cientistas Martin Evans e Matthew Kaufman (1981), apds inimeras tentativas sem
sucesso, descobriram as células-tronco embrionarias em ratos. Os cientistas descreveram a
obtencao de cultura de tecidos de linhas celulares pluripotentes. Essas linhas celulares foram
isoladas a partir de cultura in vitro de blastocisto de rato e com isso, 0s autores mostraram
que essas células eram capazes de se diferenciar in vitro e in vivo, ap6s inoculagao em ratos.

E de se imaginar que as células-tronco embrionarias humanas foram descobertas
logo apds a comprovacdo das células-tronco embriondrias em ratos, mas isso ndao aconteceu.

Apenas em 1998, com os experimentos de Thomson et al. (1998) comprovou-se a existéncia



23

das células-tronco embrionarias humanas. Essa diferenca no tempo de descoberta entre as
células-tronco embrionarias de ratos e as embrionarias humanas ocorreu devido a problemas
éticos envolvendo a pesquisa de embrides de espécie humana. Mas, testes com células-
tronco embrionarias de primatas ndo humanos foram realizados in vitro e permitiram a
compreensao da diferenciacdo de tecidos humanos, mesmo antes de serem testados
(THOMSON et al., 1998).

Defini-se células-tronco como células indiferenciadas e ndo especializadas, que tem
capacidade de autorrenovagdo e que, através da diferenciagdo, podem formar diferentes
linhagens de células (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015; WATT; HOGAN, 2000; BERNA
etal., 2001).

Com as diversas descobertas obtidas nos ultimos 50 anos, essas células foram
categorizadas em células-tronco embrionarias, células-tronco adultas e células-tronco de
pluripoténcia induzida (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

As células-tronco embrionarias sdo isoladas da moérula embriondria ou da massa
celular interna dos blastoscitos. Sdo capazes de prolifera¢do ilimitada in vitro e sdo
pluripotentes, ou seja, possuem a capacidade de se diferenciar em tipos de células diversos,
como células do endoderma, ectoderma ou mesoderma (THOMSON et al., 1998; MIYAGI,
2008; EVANS; KAUFMAN, 1981).

J& as células-tronco adultas podem ser encontradas em alguns tecidos, como medula
Ossea, sangue, retina do olho, cérebro, figado, pele, placenta e corddo umbilical. Acreditava-
se estas células tinham a capacidade de formar apenas células do mesmo tecido, mas sabe-
se que seu potencial de diferenciagdo ¢ muito maior (MIY AGI, 2008).

As células-tronco de pluripoténcia induzida foram produzidas em laboratorio, em
2006, pelos cientistas Shynia Yamanaka e Kazutoshi Takahashi. Os pesquisadores
reprogramaram células diferenciadas para se comportar como células-tronco embriondrias.
Neste estudo, os autores examinaram se determinados fatores de transcricdo poderiam
induzir a caracteristica de pluripoténcia em células somaticas. Ao combinar alguns fatores
de transcrigdo, eles foram capazes de gerar células pluripotentes a partir de embrido do rato
e de culturas de fibroblastos de ratos adultos (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

O uso das células-tronco embrionarias envolve varias questdes éticas e politicas,
que dificultam sua utilizagdo. Com isso, as células-tronco adultas passaram a ser mais
utilizadas e muito se tem estudado sobre o potencial de utilizagdo das células-tronco de
pluripoténcia induzida, mas sua estabilidade gendmica ainda € questionavel (ARMSTRONG

etal.,, 2012; ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).
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Dentro do grupo das células-tronco adultas, tem-se um tipo celular muito
importante, que sao as células-tronco mesenquimais. Estas sdao isoladas do individuo adulto
e sua principal fonte ¢ a medula 6ssea. Os primeiros experimentos envolvendo esse tipo
celular iniciaram na década de 60, juntamente com os experimentos envolvendo as células-
tronco hematopoéticas (JONES; YANG, 2011; ARMSTRONG et al., 2012; ULLAH;
SUBBARAO; RHO, 2015).

As células-tronco hematopoéticas podem também ser encontradas na medula 6ssea
e sdo responsaveis pela formacgao das células sanguineas (JONES; YANG, 2011).

Ja as células-tronco mesenquimais, dentre as adultas, sdo muito interessantes, pois
podem se diferenciar em adipocitos (células gordurosas), condrocitos (células de
cartilagem), osteoblastos (células Osseas), midcitos (células musculares) e hepatocitos
(células do figado) (PARREIRA; RESENDE, 2013; ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

Esse grande interesse nas células-tronco mesenquimais se deve a sua maior
disponibilidade, pois pode ser encontrada na medula 6ssea, tecido adiposo, cordao umbilical,
liquido amnidtico, placenta, endométrio, dentes, glandula salivar, sangue mestrual, pele e
prepucio, etc (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015; ARMSTRONG et al., 2012). Além
disso, muitos estudos ja foram realizados com essas células, permitindo sua facil obtencao,
além de nao envolver questdes éticas.

Esse tipo celular € considerado uma fonte promissora para o tratamento de doencgas
degenerativas, inflamatorias e autoimunes. Varios estudos vém sendo realizados, testando o
comportamento das células-tronco no tratamento dessas doencas em animais. Dentre as
doencas que vem sendo estudadas, tem-se
esclerose lateral amiotrofica, Parkinson, Alzheimer, artrite reumatodide, diabetes tipo 1 e
doengas cardiovasculares (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

Essas células sdo relevantes para engenharia de tecidos, pois sua capacidade de
diferenciagdo permite a formacao de diversos tecidos do corpo, se inoculadas em suportes

adequados, que reproduzam o meio extracelular.

2.1.1.1 Matriz Extracelular

A transmissdo de sinais e a diferenciagdo celulares sdo determinadas pela ligacao

das células a sua vizinhanca. Essa vizinhan¢a ¢ chamada de matriz extracelular. Com essa
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ligacdo, define-se o formato celular, mantendo sua func¢do e a integridade do tecido
(RUOSLAHTI; PIERSCHBACHER, 1987).

Além da ligacdo a matriz extracelular, as células também podem se aderir entre si,
onde essas ligacdes ocorrem por diferentes mecanismos (RUOSLAHTI;
PIERSCHBACHER, 1987).

A matriz extracelular ¢ fundamental para o meio celular, pois ¢ responsavel pela
adesdo celular ao substrato, interacdo célula-célula, recebimento e emissdao de sinais
moleculares, migragio e proliferagio celular (ARAUJO, 2008). Com isso, para entender o
mecanismo de interacao célula-matriz extracelular, € preciso definir do que essa matriz ¢
composta. Segundo os autores Borges (2006) e Rebelo et al. (2016) a matriz extracelular é
formada principalmente por colageno, elastina, proteoglicanos e glicoproteinas e a
distribuicdo destes componentes na matriz varia de tecido para tecido, determinando suas
caracteristicas fisiologicas.

Além das proteinas presentes na matriz, os processos de adesdo nas interagdes
célula-célula e célula-matriz também envolvem a participacdo de receptores especificos,
como caderinas, selectinas, superfamilia de receptores de imunoglobulinas e integrinas
(HAUBNER; FINSINGER; KESSLER, 1997).

As integrinas realizam a ligacdo entre as proteinas da matriz e as cé€lulas e sao
caracterizadas como proteinas transmembranas, podendo ser encontradas no citoplasma ou
ao longo da superficie da célula (DY CE et al., 2002).

Algumas integrinas realizam a ligacdo da célula a proteina fibronectina,
glicoproteina encontrada na matriz extracelular. Essa glicoproteina, interage através das
integrinas com fibroblastos (componente celular), sendo estes atuantes na proliferagdao
celular (FUJIMURA et al., 2007). Com isso, a presenca de fibronectina em suportes,
mimetizaria a matriz extracelular e permitiria a adesdo e proliferagdo celular.

Uma das limitagdes da fibronectina ¢ o aumento do risco de infecgdes, ja que a
fibronectina ¢ isolada de microorganismos e purificada. Uma alternativa a esse problema, ¢
a utilizagdo do tripeptideo RGD (sequéncia arginina-glicina-acido aspartico), identificado
como a sequéncia minima presente na fibronectina, que leva a adesao celular e ndo apresenta

as desvantagens da fibronectina (HERSEL; DAHEMEN; KESSLER, 2003).



26

2.1.2  Suportes

Suportes desempenham um papel essencial em engenharia de tecidos, direcionando
as células ao crescimento celular e a produgdo de matriz extracelular e outras moléculas
biolodgicas, permitindo a formagao dos tecidos e 6rgaos. Para que esses suportes permitam a
formacao dos tecidos e orgaos, alguns pré-requisitos precisam ser atendidos, sendo estes
muito complexos e ndo completamente entendidos e estudados. Esses substratos devem ser
biocompativeis, porosos € permedveis, permitindo a entrada de células e nutrientes, devem
possuir propriedades mecanicas que reproduzam o ambiente tecidual e propriedades de
superficie que permitam a adesdo celular. Atendendo a esses aspectos, 0s suportes permitem
a adesdo, crescimento, migrac¢ao e diferenciacdo celular (WANG et al., 2016).

Segundo Dhandayuthapani et al. (2011), as caracteristicas fisico-quimicas que os
suportes utilizados em engenharia de tecidos devem possuir sdo:

- Geometria externa: a manutencao de tecidos porosos, altamente interligados, de
elevada densidade superficial proporciona uma relacdo area/volume extremamente elevada,
favorecendo a adesdo e proliferacdao das células. A estrutura dos suportes de macro para a
nano escala tem aumentado consideravelmente, pois mimetizam a matriz extracelular, tanto
geometricamente quanto topologicamente.

- Porosidade e tamanho dos poros: os suportes devem possuir uma estrutura porosa
e interligada. Essa estrutura porosa aumenta a relacao area/volume e, com isso, permite o
crescimento celular, a distribuicdo uniforme das células, a neovascularizacdo, etc. O
tamanho dos poros € um parametro importante para o crescimento celular, pois poros muito
pequenos bloqueiam a penetragdo celular, impedindo a produgdo da matriz extracelular e a
neovascularizagdo das 4areas internas do suporte. Os parametros que podem ser
controlados/medidos para manter a porosidade adequada sao tamanho médio e distribuicao
de tamanho dos poros, volume, interconectividade e formato destes.

- Propriedades de superficie: estas propriedades incluem as caracteristicas quimicas
e topograficas dos suportes. A superficie dos suportes ¢ o ponto inicial de contato com as
células e o desenvolvimento da maioria das células depende de sua ancoragem (sua ligagao
com 0 meio), por isso, um suporte que favoreca a adesdo celular € extremamente necessario.
Dependendo dos materiais utilizados € preciso modificar sua superficie para permitir a
adesao celular. Com isso, técnicas de modificagao estao sendo amplamente utilizadas. Essa

modificagdo pode ser realizada através de ligagdo covalente de biomoléculas aos suportes,
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ou ainda essas biomoléculas podem ser adsorvidas eletrostaticamente ou automontadas sob
a superficie do biomaterial. As biomoléculas que normalmente sdo utilizadas para
modificagdo da superficie dos materiais sdo: colageno, fibronectina, peptideo RGD e fatores
de crescimento.

- Taxa de degradacdo: os suportes nao biodegradaveis devem ser biologicamente
estaveis e permanentes ao longo do tempo, sendo que a situacdo ideal seria o suporte se
manter estavel durante toda a vida do paciente. J& para os polimeros biodegradaveis, a
degradacdo dos suportes pode ocorrer por processos quimicos, fisicos, ou ainda, bioldgicos,
devido a agdo de agentes, como as enzimas. Os materiais biodegradaveis se degradam
gradualmente e, com isso, vao sendo substituidos pelos novos tecidos formados. Essa
degradacdao ¢ dependente da estrutura quimica, da presenca de ligagdes hidroliticamente
instaveis, do nivel de hidrofilicidade e hidrofobicidade, da morfologia cristalina ou amorfa,
da temperatura de transi¢do vitrea (T), da propor¢do do copolimero e da massa molar. A
degradacdo dos biomateriais poliméricos ocorre por meio de clivagem hidrolitica ou
enzimatica das ligacdes do polimero.

- Propriedades mecanicas: a estabilidade dos suportes depende de fatores como
forga, elasticidade, absorc¢ao na interface do material e degradacdo quimica. Os biomateriais
devem suportar temporariamente as cargas e tensoes do tecido que esta sendo formado. Os
parametros que sdo medidos, para se avaliar se o suporte sera ou nao adequado, sdo: mdodulo
elastico, modulo flexural, resisténcia a tra¢do, tensio maxima, etc.

- Biocompatibilidade e aderéncia interfacial: biocompatibilidade se refere a
capacidade do material em desempenhar sua fungao, sem provocar efeitos indesejaveis no
paciente. Para se determinar a biocompatibilidade de um material € importante observar suas
caracteristicas quimicas, sua estrutura e morfologia, sendo estas afetadas pela sintese,
processo e esterilizacdo do material. Algumas modifica¢des de superficie sao utilizadas para
otimizar a biocompatibilidade dos materiais.

Os biomateriais empregados como suportes para engenharia de tecidos podem ser
classificados como permanentes ou temporarios. Os materiais permanentes substituem os
tecidos lesionados por tempo indeterminado. J& os suportes temporarios preenchem
temporariamente a regido, para direcionar o processo regenerativo (SANTOS; WADA,
2007). Vert et al. (1992) classificou esses materiais temporarios como biodegradaveis,
bioreabsorviveis, bioabsorviveis e bioerodiveis. Para os autores, os materiais e dispositivos
biodegradaveis se decompdem devido a sua degradagdo macromolecular em dispersao in

vivo, mas nao sao eliminados do organismo. Essa degradag@o pode ser realizada por agentes
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biologicos, gerando fragmentos ou subprodutos que podem se distanciar do local do
implante, mas ndo necessariamente sao eliminados do corpo. Os materiais e dispositivos
biorreabsorviveis sofrem degradacdo em toda sua estrutura simultaneamente e sdo
absorvidos in vivo. Esses materiais sdo eliminados naturalmente pelo organismo, sem efeitos
residuais. Os materiais e dispositivos bioerodiveis sdo materiais que sofrem degradacao da
sua superficie, ¢ ndo de toda estrutura de maneira simultinea como ocorre nos
bioreabsorviveis, e depois sdo reabsorvidos. Bioerosao ¢ um conceito que também se refere
a eliminacdo total do material inicial e dos subprodutos formados, sem gerar efeitos
residuais. Os materiais e dispositivos bioabsorviveis sao dissolvidos nos fluidos do corpo,
sem ocorrer clivagem da cadeia polimérica ou diminuicdo da massa molar. Um material
bioabsorvivel pode ser considerado bioreabsorvivel se as macromoléculas dispersas no
corpo forem totalmente excretadas.

Os tipos de suportes que vem sendo estudados sdo formados por materiais como
metais, ceramicas, polimeros naturais e sintéticos.

Dentro do grupo dos metais, os materiais mais utilizados em implantes incluem os
acos inoxidaveis, ligas de titanio e ligas de magnésio, que sdo materiais bionertes, ndo
interagindo com os tecidos € ndo levando a uma resposta imunologica do paciente devido a
presenca de corpo estranho. Esses materiais bioinertes, ao entrarem em contato com o corpo,
sao envolvidos por um tecido fibroso que os isolam do meio, ndo havendo interacdo com os
tecidos e células, podendo causar problemas de coagulacdo sanguinea e infec¢do bacteriana.
Além disso, muitos dos biomateriais metalicos, como agos inoxidaveis, t€ém limitacdes
devido a sua nao biodegradabilidade, atuando como dispositivos permanentes, com uma vida
util de 10 a 20 anos (WANG, 2016). As ligas de magnésio sdo biomateriais metalicos
biodegraddveis, mas apesar dessa caracteristica de biodegradabilidade e de sua ndo-
toxicidade, pode levar ao acimulo de substancias danosas no corpo. Isso acontece, pois sua
taxa de degradacao in vivo ¢ extremamente rapida. Para resolver esses problemas
relacionados a falta de interacdo célula-suporte, coagulacao, infecgdo bacteriana, taxa de
degradacdo acelerada das ligas de magnésio, etc., modificacdes nas superficies dos implantes
podem ser realizadas (WANG, 2016). Além da modificagdo quimica da superficie, estudos
envolvendo a producao de metais biodegradaveis vem crescendo consideravelmente. Como
metais biodegradaveis tém-se as ligas de ferro e magnésio e pesquisas estdo sendo
conduzidas visando a modificagdo da taxa de degradagdo dessas ligas, através da alteragdo

da sua composi¢ao quimica e microestrutura (HOU et al., 2016).
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Além dos biomateriais metalicos, as ceramicas também sao utilizadas na produgdo
de suportes. Dentre os materiais ceramicos utilizados tem-se as ceramicas inertes como
alumina, zirconia, nitretos de silicio e carbono; as semi-inertes ¢ bioativas como certas
ceramicas de vidro e hidroxiapatita densa; e, como reabsorviveis tem-se fosfato de calcio,
de aluminio, gesso de Paris, hidroxiapatita e fosfato tricalcico. Os biomateriais ceramicos
apesar da boa compatibilidade, resisténcia a corrosao e resisténcia a compressao, possuem
algumas desvantagens, como fragilidade, baixa resisténcia a fratura, falta de resiliéncia,
biocompatibilidade e biodegradabilidade muitas vezes insuficientes. Para superar esses
impasses, blendas e compoésitos destes materiais com polimeros sintéticos € naturais podem
ser preparados e sintetizados (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Os biomateriais poliméricos sdo bastante versateis, pois suas estruturas podem ser
adequadas, visando atingir as propriedades necessarias para cada tipo de suporte. Dentro do
grupo de polimeros, tem-se os naturais e sintéticos.

Segundo Armentano et al. (2010), os polimeros sintéticos t€ém a geometria,
propriedades mecanicas e taxa de degradagdo facilmente modificaveis, mas possuem
algumas desvantagens como baixa sinaliza¢do e interacdo com as células. Ja os polimeros
naturais tém interagcdo celular, permitindo a adesdo com as células, mas possuem
propriedades mecanicas inferiores, além de elevado custo.

Dentre os sintéticos, os mais empregados sdo os poli(a-hidréxi &cidos),
representantes de uma classe de poliésteres alifaticos sintéticos, os quais podemos citar o
poli(acido glicdlico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-acido glicdlico)
(PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e seus copolimeros (BARBANTI; ZAVAGLIA;
DUEK, 2005; TAJBAKHSH; HAJIAL, 2017). Outros polimeros que vem sendo estudados
como matéria-prima para aplicagdo biomédica sdo os polihidroxialcanoatos, sendo estes,
poliésteres produzidos por microorganismos (SANTOS; WADA, 2007; TAJBAKHSH;
HAJIAL, 2017).

Hou et al. (2016) definiram as principais caracteristicas dos polimeros sintéticos.
Segundo os autores, o PGA ¢ considerado um dos primeiros polimeros sintéticos
biodegradaveis estudado para aplica¢des biomédicas, sendo altamente cristalino, hidrofilico,
com estrutura linear alifatica, alto ponto de fusdo e baixa solubilidade em solventes
organicos. Pode ser copolimerizado com outros mondmeros para reduzir sua rigidez. Sua
degradacdo ocorre principalmente por erosao em massa. O PLA também ¢ um poliéster de
cadeia alifatica, mais hidrofobico, mais amorfo e mais soluvel que o PGA devido a presenga

de um grupo metil extra em sua estrutura quimica. Tem-se trés diferentes formas desse
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polimero, mas a mais utilizada € o poli(L-acido lactico) (PLLA). O PLA ¢ bastante estudado
para aplicagdes cardiovasculares e em sistemas de liberacdo de farmacos. Ja o poli(e-
caprolactona) (PCL) € um poliéster alifatico semi-cristalino. A degradag¢dao do PCL ocorre
por cisao hidrolitica aleatoria de seus grupos éster e, também, por degradacdo enzimatica.
Este polimero pode ser utilizado na produg@o de blendas e copolimeros, para melhorar suas
propriedades mecanicas e fisicas, biocompatibilidade e taxa de degradagdo. O
poli(hidroxibutirato) (PHB) € um poliéster alifatico termoplastico e cristalino, que faz parte
da familia dos Polihidroxialcanoatos, sendo produzido por microorganismos, com a fungao
de reserva energética. O PHB e seus copolimeros podem ser degradados enzimaticamente e
sdo muito utilizados como suportes em engenharia de tecidos por serem biodegradaveis e
biocompativeis. O &4cido hidroxibutirico pode ser copolimerizado com o acido 3-
hidroxivalérico, formando o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBHV). PHB e
seus copolimeros sao utilizados em dispositivos biomédicos como placas para 0ssos, suturas,
pinos ortopédicos e suportes de medula 6ssea. Normalmente, PHB e seus copolimeros
sofrem erosdo superficial por clivagem hidrolitica das ligagdes éster, levando a uma grande
reducdo da massa molar antes de qualquer perda de massa do material (HOU et al., 2016).

Dentre os polimeros naturais, temos os polissacarideos e as proteinas. Os
polissacarideos mais usados em engenharia de tecidos sdo glicosaminoglicanos, celulose,
quitina, quitosana, amido, alginato e acido hialurénico. J4 as proteinas mais usadas sdao
colageno, elastina, queratina, miosina, actina, gelatina, etc. (ARMENTANO et al., 2010;
CHEN; USHIDA; TATEISHI, 2002; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Com isso, ha diversos materiais disponiveis para aplicagdo em engenharia de
tecidos e sua utilizagdo dependera das caracteristicas desejadas do suporte.

Além dos tipos de materiais e seus compositos e blendas, a geometria do material
também interfere na interagao suporte-célula, na adesao, proliferacao e diferenciacao celular.

Os tecidos no corpo estao organizados em estruturas tridimensionais, portanto para
substituir orgdos e tecidos, os suportes devem ser estruturados para facilitar a distribui¢ao
celular e guiar a regeneragao em trés dimensdes (ARMENTANO et al., 2010).

Os modelos de suporte devem ser escolhidos de maneira que promovam uma
distribuicao uniforme das células sobre o material, permitam o crescimento celular e a
difusdo de nutrientes. Dentro dessas caracteristicas, os modelos mais utilizados incluem
malhas, fibras, esponjas e espumas. Para a fabricacdo desses suportes, as técnicas sao

escolhidas de acordo com a estrutura e propriedades de superficie do material que sera
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utilizado (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Algumas técnicas incluem evaporagdao do
solvente e lixiviagdo das particulas, liofilizagao, litografia suave, espuma de gas, impressao
tridimensional, eletrofiacdo, secagem por congelamento em emulsdo, prototipagem rapida e
separacdao de fases induzida termicamente (ARMENTANO et al., 2010; REBELO et al.,
2016; CHEN; USHIDA; TATEISHI, 2002).

Os suportes porosos como espumas ou esponjas sao utilizados para crescimento de
tecidos, ossos e vascularizagdo de orgdos. Os poros desse tipo de suporte simulam a
arquitetura da matriz extracelular, criando um microambiente 3D, em que as células entram,
permitindo a interacao célula-célula. As estruturas das esponjas e espumas sao mais estaveis
que as malhas. O tamanho dos poros ideais varia de acordo com o tecido onde estas células
estdo localizadas, com isso, 0s suportes porosos podem ser fabricados com tamanho de poro,
porosidade, cristalinidade e relagdo area/volume especificos. O tamanho dos poros ¢ um
parametro critico pois pode influenciar a capacidade celular de preencher os espacos 3D dos
poros, influenciando na interagdo entre as células. Como método para fabricagdo desses
suportes porosos tem-se a evaporagao do solvente e lixiviacao de particulas e a eletrofiacao
(DHANDAYUTHAPANTI et al., 2011; KNIGHT; PRZYBORSKI, 2015).

Os suportes fibrosos sao formados por fibras que possuem tamanho variando de
nandmetros para micrometros. A eletrofiacao, separagdo de fases e a automontagem (“self-
assembly”) sao métodos utilizados para a producdo das fibras, sendo o método de
eletrofiacdo o mais estudado (DHANDAYUTHAPANI et al, 2011; KNIGHT;
PRZYBORSKI, 2015). As fibras eletrofiadas possuem didmetros pequenos, grande area
superficial e propriedades mecanicas superiores (ARMENTANO etal., 2010). A alta relagao
area/volume, combinada com a estrutura formada por poros favorece a adesdo, proliferacao
e diferenciacao celular (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Diversos estudos reportaram
a capacidade das fibras em promover a adesao e proliferacao celular, assim como permitir a
producao de componentes da matriz extracelular de tecidos como a pele, vasos sanguineos,
cartilagem, musculos, nervos e 0ssos (ARMENTANO et al., 2010). Grande parte das fibras
poliméricas ndo possuem grupos funcionais especificos para permitir a adesdo celular, e por
isso, estas podem ser modificadas superficialmente com ligantes e proteinas adesivas,
(DHANDAYUTHAPANI et al.,, 2011) ou modificadas pela producao de blendas e
nanocompositos. A produ¢do de nanocompositos formados por fibras e particulas permite a
proliferacdo e diferenciagdo celular e tem grande potencial em engenharia de tecidos

(ARMENTANO et al., 2010).
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Os hidrogéis também podem ser utilizados em engenharia de tecidos, para a
recuperagdo e cicatrizagdo de feridas na cartilagem, regeneracdo Ossea e liberacdo de
farmacos. Eles sdo biocompativeis, com taxa de degradagdo controlada e interagdo celular,
podem possuir variagdes de um lote para outro para um mesmo material e possuem
propriedades mecanicas limitadas (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). O microambiente
criado pelos hidrogéis mimetiza a matriz extracelular e pode ser modificado através da
incorporacdao de moléculas bioldgicas ativas. Além disso, alguns tipos celulares s6 podem
ser cultivados por periodos de tempo curtos devido a problemas relacionados a difusdo de
nutrientes através do hidrogel (KNIGHT; PRZYBORSKI, 2015).

Os suportes baseados em microesferas possuem uma matriz polimérica usada para
encapsulacdo e liberacdo de firmacos a uma taxa controlada em um periodo de tempo
(DHANDAYUTHAPANTI et al., 2011).

Como ¢ possivel perceber, para permitir o crescimento celular, a composi¢ao
quimica, a geometria e a forma do material sdo determinantes para o sucesso da aplicagao.
Alguns materiais utilizados para a producdo do suporte precisam ser modificados para
melhorar suas propriedades mecanicas, biocompatibilidade, adesdo celular, etc. Os materiais
nanoestruturados permitem a mimetizagao da matriz extracelular, sendo esta composta por
biomoléculas na escala nano e as células interagem com essas biomoléculas. Com isso,
materiais com dimensdes em escala nanométrica como nanoparticulas, nanotubos,
nanofibras, e outros dispositivos com dimensdes inferiores a 500 nm podem mimetizar a
natureza do sistema bioldgico, garantindo o crescimento celular e a regeneracao dos tecidos
(LIMONGI et al., 2017). Portanto, a adigdo de nanoparticulas aos suportes € uma alternativa
para aumentar a interagdo celular, permitindo o crescimento e diferencia¢do celular e

ampliando a gama de produtos utilizados em engenharia de tecidos.

2.1.2.1 Nanoparticulas em Engenharia de Tecidos

As nanoparticulas (NPs) em engenharia de tecidos podem ser incorporadas ao
substrato com a fun¢do de melhorar as propriedades desses suportes, como
biocompatibilidade, propriedades mecanicas, bioatividade, pulsos elétricos, interacao,
proliferagdo e adesdo celular (SHARMA; SHREIBER; MOGHE, 2008; PETER et al., 2010;
ROOHANI- ESFAHANI et al.,, 2011; BAEI et al.,, 2016; VERGNOL et al., 2016;
TAJBAKHSH; HAJIALIB, 2017).
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As NPs tém como vantagens a grande area superficial e a capacidade de se ligar,
transportar e absorver biomoléculas tais como proteinas, farmacos, células e genes. As
caracteristicas fisico-quimicas dessas particulas determinam sua reatividade e propriedades
de superficie, influenciando as interacdes biologicas e toxicidade nas células. Com o objetivo
de se direcionar ligagdes especificas com as células, melhorando as propriedades das
particulas, biomoléculas podem ser conjugadas a essas particulas, via grupos funcionais de
superficie JAYARAMAN et al., 2015).

O tipo de material utilizado na sintese das nanoparticulas vai determinar a sua
funcdo no substrato, podendo ser formadas por metais, ceramicas, polimeros naturais e
sintéticos.

Alguns trabalhos sobre adi¢do de nanoparticulas metalicas envolvem materiais
como ouro, prata e ferro. Baei et al. (2016) incorporaram nanoparticulas de ouro em uma
matriz de quitosana a fim de fornecer pulsos elétricos. Esse substrato permitiu a migragao e
proliferagdo de células-tronco mesenquimais. Na matriz com as nanoparticulas de ouro
dispersas foi possivel observar um aumento na diferenciacdo cardiomiogénica das células-
tronco sem efeitos adversos nas propriedades fisico-quimicas do material, quando
comparada com a matriz sem a adi¢gao de nanoparticulas. Blaeser et al. (2016) incorporaram
nanoparticulas de ouro e de ferro em uma matriz de alginato. No substrato composto por
nanoparticulas de ferro em uma matriz de alginato houve aumento da proliferacdao e
viabilidade celular quando comparados com os substratos de matriz de alginato com
nanoparticulas de ouro e com o controle (poliestireno para cultura de tecidos). Lee et al.
(2016) prepararam fibras por eletrofiagdo coaxial compostas por gelatina e poliuretano e
incorporaram nanoparticulas de prata nesse material. A presenga das nanoparticulas mostrou

excelente atividade bactericida, o que pode prevenir infec¢oes apos aplicagdo dos implantes.

As nanoparticulas mais utilizadas, dentro do grupo das ceramicas, sao formadas por
materiais como hidroxiapatita (HA), fosfatos de célcio e vidro bioativo (BG), em particular
o Bioglass®, sendo utilizadas como cargas bioativas em nanocompositos (TAJBAKHSH;
HAJIALIB, 2017). Vergnol et al. (2016) investigaram a possibilidade de utiliza¢dao do
composito formado por uma matriz de poli(L-co-D, L acido lactico) PDLLA e particulas de
Bioglass® para aplicagdo em dispositivos de fixacdo 6Ossea. A adicdo dessas particulas
inorganicas aumentou a taxa de degradagcdo do composito quando comparado com a matriz
polimérica. Os testes in vivo desse material mostraram que a presenca do Bioglass® acelerou

a osteointegracdo Ossea, especialmente no primeiro més de implantagdo. Dumont et al.
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(2016) sintetizaram um biocompdsito formado por uma matriz de quitosana com
nanoparticulas de hidroxiapatita. Os testes realizados mostraram a nao citotoxicidade do
material e viabilidade celular. Ja os testes de diferenciacdo osteogénica mostraram que os
compositos sao osteoindutores para células estaminais mesenquimais. A incorporacao de
particulas de fosfato de célcio em matriz de poli(acido lactico) (PLA) aumentou o modulo
de compressao e a viabilidade celular, quando comparados com a matriz de PLA pura. Além
disso, permitiu uma maior interacdo entre material e tecido o6sseo (TAJBAKHSH;
HAJIALIB, 2017).

Nanoparticulas também podem ser formadas por polimeros naturais ou sintéticos.
Dentro do grupo dos polimeros sintéticos tem-se PGA, PLA, PCL e seus copolimeros
(JAYARAMAN et al., 2015), enquanto que para os polimeros naturais tem-se albumina,
gelatina, colageno, quitosana, etc. Azimi et al. (2016) desenvolveram um sistema polimérico
combinando propriedades hidrofilicas e hidrofobicas pela sintese de nanoparticulas de
gelatina contendo albumina de soro bovino e posterior incorpora¢ao em uma matriz de PCL.
Esse sistema polimérico pode ser utilizado em suturas, em liberagao controlada de farmacos
ou como suporte bioativo para engenharia de tecidos. Com a presenca das nanoparticulas, a
taxa de degradacao das fibras de PCL foi favorecida, sem afetar suas propriedades térmicas.
Kaffashi, Davoodi e Oliaei (2016) sintetizaram nanoparticulas de PLA contendo Triclosan
(TC) (agente bactericida) e incorporaram-nas em uma matriz de PCL. A presenca das
nanoparticulas de PLA desacelerou a liberagdo de TC da matriz de PCL, aumentou a
hidrofilicidade e o médulo elastico do material e estendeu a propriedade antibacteriana das
amostras em até 2 anos, quando comparadas com a matriz de PCL pura. Além disso, a taxa
de proliferagdo de células de fibroblastos aumentou proporcionalmente a concentragdo de
nanoparticulas na matriz. Com isso, esse sistema pode ser utilizado para regeneracdo de
tecido conjuntivo. Karri et al. (2016) prepararam uma matriz de coldgeno-alginato
impregnada com nanoparticulas de quitosana contendo curcumina (agente anti-inflamatorio
e antioxidante). Esse substrato hibrido apresentou boa biocompatibilidade e melhor captagao
de agua. Além disso, os testes de regeneracao de feridas realizados in vivo mostraram que as
feridas tratadas com o substrato hibrido se recuperaram mais rapidamente que as feridas do
grupo de controle.

A vantagem dos polimeros sintéticos com relacdo aos outros materiais reside no

fato de ser possivel adaptar suas propriedades mecanicas e sua taxa de degradagdo. Além
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disso, € possivel preparar materiais com a geometria e superficie quimica desejada,
proporcionando um ambiente favoravel ao crescimento celular JAYARAMAN etal., 2015).

Dentro do grupo dos polimeros, o PHBHYV, pertencente a classe dos
Polihidroxialcanoatos vem despertando grande interesse devido as suas caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Além disso, materiais formados por PHBHV
podem ter sua superficie modificada quimicamente levando ao aumento da adesdo,
proliferagdo e diferenciacdo celular. Esse polimero vem sendo bastante utilizado em
engenharia de tecidos na forma de fibras para suporte de células, mas ndo na forma de
nanoparticulas com superficie modificada, o que pode ser promissor no processo de adesao,

proliferagdo e diferenciacao celular.

2.1.2.2 Sintese e estabilizacdo de nanoparticulas poliméricas

Para a sintese desses sistemas coloidais compostos por particulas finas, podem ser
utilizadas duas vias, conforme Kuroiwa et al. (2015), sendo elas:

- Abordagem descendente (“top down™): as particulas sdo formadas através de
técnicas mecanicas envolvendo alta quantidade de energia. As forgas utilizadas na quebra
das particulas maiores sdo compressao, cisalhamento e impacto. Essas emulsdes podem ser
obtidas utilizando dispositivos de homogeneizagdo, como misturador de alta velocidade,
homogeneizador de alta pressdo, dispositivos ultrassonicos e microfluidiza¢do. Para essa
abordagem s3o necessarias pequenas quantidades de surfactante e a composi¢ao final do
sistema ¢ definida desde o comeco do processo. Como exemplos de métodos que utilizam a
abordagem descendente tem-se a emulsificacdo e atomizagao.

- Abordagem ascendente (“bottom-up’): esse processo envolve a condensacao de
moléculas ou mondmeros em fase liquida ou sélida, através de processos quimicos ou
fisicos. Esse sistema ¢ estavel termodinamicamente, requerendo altas concentragdes de
surfactante e, muitas vezes, cosurfactante. Dentro da abordagem ascendente, para a formagao
de particulas, pode-se citar a precipitagdo e polimerizagao.

Dentro da abordagem descendente, tem-se como principais métodos para a sintese
de nanoparticulas a partir de polimeros pré-formados, a emulsdo-evaporagdo do solvente,
emulsdo-difusido do solvente e nanoprecipitacao.

O método de emulsdao—evaporagao do solvente pode ser realizado, principalmente, a

partir de emulsdo simples 6leo em agua (o/a) ou multipla agua em 6leo em agua (a/o/a). A
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emulsao do tipo 6leo/agua (o/a) envolve a dissolucao do polimero e do principio ativo em
um solvente organico volatil, como diclorometano, cloroféormio e acetona. Uma fase aquosa
contendo um tensoativo do tipo 6leo/agua também € preparada. Submetem-se essas solugdes
a emulsificacdo e, em seguida, o solvente organico ¢ submetido a evaporacdo (ESSA;
RABANEL; HILDGEN, 2011; LEMOS-SENNA et al., 1998). Na dupla emulsao do tipo
a/o/a, a fase aquosa contém o emulsificante e o principio ativo e € adicionada a uma fase
organica. Essa fase organica contém um solvente parcialmente miscivel em agua e um
polimero. Essa primeira emulsdo a/o formada ¢ emulsionada em um maior volume de agua,
contendo um emulsificante. Apos isso, o solvente ¢ submetido a evaporagdao (PACHECO et
al., 2015).

O método de emulsdo-difusao envolve primeiramente a preparagdo de uma emulsdo
6leo/agua, contendo um solvente parcialmente miscivel em agua, o polimero e o principio
ativo. Essa fase ¢ adicionada a uma dispersdao aquosa de um tensoativo ou outro estabilizante,
sob agita¢do constante. Apos a emulsificacdo da solugdo organica em agua, um excesso de
agua ¢ adicionado induzindo a difusdo do solvente organico para a fase continua. As
particulas formadas podem ser recuperadas por filtragio (SOUGUIR et al., 2013).

Na nanoprecipitagdo, o polimero e o principio ativo sdo dissolvidos em um solvente
organico polar, como etanol e acetona. Depois, essa solucao ¢ adicionada a uma solugao nao
solvente do soluto e miscivel com o solvente organico, como a 4gua, contendo um agente
estabilizante. Ap0s a adi¢do da fase organica a fase aquosa, as particulas sdo formadas com
evaporacao do solvente organico sob pressdo reduzida. Nucleagdo, crescimento e agregacao
sdo os estagios pelos quais as particulas sdo formadas (BADRI et al., 2017).

Yukuyama et al. (2016) descreveram os principais equipamentos utilizados na
abordagem descendente. Segundo os autores, os equipamentos de sonicacdo ou ultrassom
sdo os dispositivos mais amplamente utilizados em escala laboratorial. A sonicagdo ¢
baseada na cavitacdao. Durante o processo ocorre uma sucessao de compressdes e depressdes
mecanicas que levam a implosdo das gotas. Esse colapso fornece energia suficiente para
aumentar a area interfacial das gotas. A diminui¢do do tamanho das gotas ndo € proporcional
a energia fornecida pelo ultrassom e nem ao tempo utilizado no processo, uma vez que o
limite 6timo seja atingido. Em métodos que utilizam esse equipamento, a formagao das
goticulas esta relacionada com a quantidade de surfactante adicionada ao sistema. Nos
dispositivos de homogeneizagdo de alta pressdo, as gotas sdo afetadas por cisalhamento,

colisdo e forca de cavitagdo. Este equipamento ¢ aplicado em meios de média a baixa
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viscosidade. Ja nos misturadores de alta velocidade, os rotores sdo utilizados para dividir as
gotas maiores em gotas menores. Nesse processo ¢ dificil a obtencao de gotas em escala
nanométrica. Estes aparelhos podem ser utilizados em métodos combinados com o
homogeneizador de alta pressao ou método de autodifusdo, para formar particulas em escala
nanométrica.

Para a aplica¢do dessas dispersoes poliméricas, tanto no campo de engenharia de
tecidos, como em industrias alimenticias ou farmacéuticas, ¢ necessario que possuam
estabilidade coloidal.

Kuroiwa et al. (2015) definiram estabilidade coloidal como sendo determinada pelo
equilibrio das forcas repulsivas e as atrativas de Van Der Waals e esse equilibrio acontece
quando as particulas se aproximam devido ao movimento Browniano. Para que as dispersoes
permanegcam estaveis, as forcas repulsivas devem ser maiores que as atrativas. Ainda
segundo os autores, a desestabilizacdo dessas dispersdes pode ocorrer devido a fendmenos
como alteracdo do pH, forca idnica, tratamento térmico, etc € como mecanismos de
desestabilizacdo das dispersoes, tem-se:

- Dissolugdo ou crescimento das particulas: depende da concentracdo do material,
de sua solubilidade e difusdo.

- Maturagao de Ostwald: difusdo das pequenas gotas da emulsdo para as gotas
maiores. Isto acontece devido a diferenca de solubilidade e dos potenciais quimicos entre
particulas que possuem tamanhos diferentes.

- Coalescéncia: fusdo de uma ou mais gotas que levam a formagdo de uma gota
maior, podendo com o tempo levar a separagao de fases.

- Floculagao: duas ou mais gotas se aproximam para formar um agregado, mas cada
uma mantendo sua integridade fisica.

- Creaming: refere-se a separagdo das gotas da fase dispersa, devido a agdo da
gravidade. As gotas se concentram em uma camada na superficie da fase dispersa, devido a
sua menor densidade. Para a sedimentag¢ao, as gotas se concentram na base do liquido devido
a sua maior densidade.

- Inversdo de fases: ocorre quando um sistema o6leo/agua € convertido para
agua/dleo e vice-versa.

- Coalescéncia Parcial: ocorre quando um cristal de uma gota parcialmente
cristalina penetra na parte liquida de outra gota parcialmente cristalina, formando um

agregado com formato irregular.
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A estabilizacdo das dispersdes pode ocorrer através da estabilizagdo estérica ou
eletrostatica. Na estabilizagdo estérica, surfactantes ndo idnicos ou polimeros podem ser
adicionados ao sistema coloidal para serem adsorvidos na superficie da particula, prevenindo
a agregacdo. Ja a estabilizacdo eletrostatica ocorre através da repulsdo entre particulas
carregadas igualmente, superando as forgas de Van der Waals. Um sistema que possui esses
dois mecanismos para estabilizacao das particulas ¢ chamado eletroestérico (KUROIWA et
al., 2015).

Surfactantes podem ser adicionados as dispersdes para fornecer a estabilizacdo
estérica e/ou eletrostatica. Essas moléculas permitem a estabilizacdo das emulsdes pois
reduzem a tensao interfacial entre a fase polar e a apolar. A quantidade de surfactante
requerida para o processo ¢ um fator importante sendo sua concentragdo responsavel pelo
aumento ou reducdo no tamanho das particulas (KATHE; HENRIKSEN; CHAUHAN,
2014).

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas com grupos lipofilicos e hidrofilicos

(CARDELLINI etal., 2016), podendo ser ndo-i6nicos, anidnicos, catidonicos € zwitteridnicos
(WOLF; FELDMANN, 2015). Os i6nicos estabilizam as emulsdes eletrostaticamente,

enquanto os ndo-idnicos estabilizam através de repulsao estérica. Para que os surfactantes
sejam eficientes, devem adsorver rapidamente na superficie das particulas formadas durante
a etapa de homogeneiza¢ao. Em uma emulsdo 6leo/dgua, durante a homogeneizagao, a parte
polar desta molécula se orienta em direcdo a agua e a parte apolar se orienta em dire¢ao a
superficie da particula (KUROIWA et al., 2015).

Além do surfactante, outros pardmetros precisam ser ajustados para se obter as
propriedades fisico-quimicas desejadas.

No método de emulsdo-evaporagdo do solvente, a concentracdo do polimero
utilizado no meio altera o tamanho das particulas formadas, pois quanto maior a
concentracdo, maior a viscosidade da solucdo e, consequentemente, maior o didmetro
hidrodindmico obtido. Além do polimero, os solventes utilizados durante o processo
interferem na morfologia e topografia das particulas. A taxa de evaporacao do solvente
organico utilizado tem grande influéncia na rugosidade da superficie do material. A relacao
surfactante/polimero e a velocidade de agitacdo do equipamento utilizado nesse método

também afetam nas propriedades e caracteristicas das dispersdoes (PACHECO et al., 2015).
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Como pode ser observado, diversos parametros interferem nas caracteristicas e
propriedades das particulas, e por isso, devem ser estudados para se obter as propriedades

ideais para determinada aplicagdo.
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2.1.2.3 Polihidroxialcanoatos

O polimero utilizado nesse trabalho ¢ um Polihidroxialcanoato (PHA).
Os PHAs (poliésteres de acidos hidroxi-alcandicos) sdo polimeros bacterianos
biodegradaveis, possuindo a fungdo de reserva energética (YU, 2001).

A estrutura quimica da unidade monomérica do PHA esta representada na figura 1.

Figura 1- Estrutura dos polihidroxialcanoatos

}° L OH
H

Fonte: Arquivo Pessoal

As diferentes unidades monoméricas dos polimeros e copolimeros sao originadas
dos tipos de grupo lateral R e o valor de n. O grupo lateral R pode ser formado por um atomo
de hidrogénio até 13 atomos de carbono, podendo conter insaturacdes, ligacdes com
halogénio e grupos aromaticos (MADISON; HUISMAN, 1999).

A primeira unidade monomérica hidroxialcanoato foi determinada por Lemoigne
(1926) e foi identificada como poli(3-hidroxibutirato) (PHB). A estrutura do PHB ¢ mostrada

na figura 2.

Figura 2 - Estrutura do poli(3-hidroxibutirato) (PHB)

0 OH

Fonte: Arquivo Pessoal

O 4acido hidroxibutirico ¢ frequentemente copolimerizado com 4cido
hidroxivalérico, formando o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato). A

estrutura do PHBHV ¢ mostrada na Figura 3.
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Figura 3 - Estrutura do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBHV)

Fonte: Arquivo Pessoal

Os PHAs vem sendo utilizados em engenharia de tecidos para preparacdo de
substratos na forma de fibras, filmes, membranas, microparticulas, microgranulos, tubos, etc
(SHISHATSKAYA etal., 2016).

Os substratos para engenharia de tecidos preparados a partir dos PHAs facilitam a
proliferacdo de varios tipos celulares, incluindo fibroblastos, condrdcitos, neuronios e
células tronco. Estudos sugerem que os PHAs sdo ainda mais eficientes que substratos
formados por 4cido polilaticos, pois os resultados mostraram que os fibroblastos e
queratindcitos crescem mais em substratos compostos por PHAs (SHISHATSKAYA et al.,
2016).

Os PHAs mais estudados e utilizados sao o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e o
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBHV) (SQUIO; ARAGAO, 2004).

O PHBHV ¢ um polimero biodegradavel e biocompativel e sua aplicagdo em
engenharia de tecidos pode ocorrer na forma de espumas (LIU et al., 2010), hidrogéis (NAIR
et al. 2015), microparticulas (ZHU; WANG; TONG, 2009), fibras (SUNDARAMURTHI et
al., 2014), etc.

Diversos trabalhos envolvendo fibras de PHBHV jé foram realizados, mostrando a
eficiéncia desse polimero em engenharia de tecidos. Em particular, Zou et al. (2016)
mostraram que substratos de poli(3-hidroxibutirato-co-3hidroxivalerato) (PHBHYV)
preparados por eletrofiagdo promovem o crescimento de células-tronco mesenquimais,
podendo ser aplicados em engenharia de tecidos para a formacdo de cartilagem. Fibras
eletrofiadas de PHBHV também podem ser utilizadas como um substituto da pele, para tratar
queimaduras de terceiro grau, ulceras traumaticas e ferimentos causados por diabetes
(SUNDARAMURTHI et al, 2014). Wang et al. (2016) prepararam nanofibras por

eletrofiacdo coaxial para obtencdo de substratos formados por compoésitos de
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PHBH V/proteinas. As proteinas testadas foram colageno, queratina e gelatina. Todos os
substratos preparados apresentaram excelente citocompatibilidade, principalmente o
substrato formado por nanofibras compostas por PHBH V/colageno.

O PHBHYV também pode ser utilizado na forma de espumas, conforme trabalho de
Liu et al. (2010). Os pesquisadores avaliaram a capacidade do PHBHV como suporte para
formacao de cartilagem, através do cultivo de células condrogénicas pré-diferenciadas. Esse
estudo mostrou que os suportes de PHBHV/células sdo efetivos para regeneracdo de
cartilagem.

Além das fibras e espumas, o PHBHV também pode ser utilizado na area de
engenharia de tecidos na forma de hidrogéis e de microesferas. Nair etal. (2015) sintetizaram
um hidrogel composto por quitosana e PHBHYV e incorporaram nanoparticulas de sulfato de
condroitina nessa matriz. Esse suporte possui propriedades mecanicas, adesdo celular e
viabilidade para ser utilizado em regeneracdao de disco intervertebral. Zhu, Wang ¢ Tong
(2007) sintetizaram microesferas de PHBHYV, através do método de emulsdo-evaporagao do
solvente, para serem utilizadas como suporte em Engenharia de tecidos, permitindo o
crescimento das células do figado. A proliferacdo celular sob o substrato de microesferas foi
duas vezes maior que o substrato formado por filmes do polimero, confirmando que as
microesferas de PHBHYV sao suportes adequados para engenharia de tecidos.

Devido as caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades
fisico-quimicas superiores como permeabilidade ao oxigénio, o PHBHYV ¢ utilizando em
Engenharia de Tecidos, principalmente na forma de fibras (SUNDARAMURTHI et al.,
2014). A utilizagdo do PHBHV na forma de nanoparticulas incorporadas a substratos para
crescimento celular € promissora e seu potencial ainda € pouco investigado.

O PHBHYV, como foi visto, pode ser utilizado como suporte para engenharia de
tecidos, mas algumas propriedades, como adesao celular, podem ser melhoradas através de
estratégias de funcionalizac¢do. Esse polimero, por ser um poliéster alifatico, nao fornece um
ambiente favoravel para adesdo celular, quando comparado com a matriz extracelular
natural, devido a falta de reconhecimento biologico pelas células e a hidrofobicidade, pois
nao expde grupos funcionais para adesio de moléculas bioldgicas. As estratégias de
funcionalizacao de suportes incluem moléculas bioativas como proteinas e ligantes de matriz
(ARMENTANO et al., 2010).

Com isso, a incorporacdo de nanoparticulas de PHBHV, com sua superficie

modificada quimicamente, em substratos para Engenharia de Tecidos, pode criar um
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ambiente favoravel para a adesdo e proliferacdo celular mantendo as caracteristicas de

biodegradabilidade e de biocompatibilidade do PHBHV.

2.1.2.4 Modifica¢io quimica da superficie de nanoparticulas para aplicacdo em

Engenharia de Tecidos

A modifica¢do quimica da superficie de nanoparticulas para engenharia de tecidos
permite a alteragdo das caracteristicas do material, levando ao aumento da adesao,
proliferagdo e diferenciagdo celular. Os principais fatores envolvendo o uso de
nanoparticulas em Engenharia de Tecidos estdo relacionados com o tamanho das
nanoparticulas utilizadas e a concentracdo de oligopeptideos em sua superficie (SHARMA,;
SHREIBER; MOGHE, 2008).

Entre os oligopeptideos que podem ser incorporados a essas nanoparticulas,
podemos citar o RGD, que ¢ uma sequéncia dos aminoacidos arginina, glicina e acido
aspartico (Arg-Gly-Asp) (SANTOS; WADA, 2007). A estrutura do RGD esta descrita na
figura 4.

Figura 4 - Formula estrutural da sequéncia RGD
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O RGD foi identificado como a sequéncia minima presente na fibronectina,

HN._ _NH,

Fonte: Balacheva et al. (2012)

composto presente na matriz extracelular, que leva a adesdo celular, e com isso, sua
incorporagdo no sistema particulado aumenta a capacidade de mimetizagdo dessa matriz
(HERSEL; DAHEMEN; KESSLER, 2003).

Sharma, Shreiber e Moghe (2008) adsorveram nanoparticulas de albumina
funcionalizadas com fibronectina sob substrato de vidro e demostraram que a varia¢do no

tamanho das nanoparticulas levou a uma alteragdo no processo de adesdo celular. Para
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nanoparticulas de maior tamanho (100 nm e 125 nm), obteve-se maior adesao celular e
melhor organizagdo do citoesqueleto, se comparadas com nanoparticulas de tamanhos
menores (30 nm e 50 nm). Além do tamanho, os autores também observaram que a
concentracdo de fibronectina na superficie das nanoparticulas influencia o processo de
adesdo celular.

Uma maneira de se realizar a modificagdo da superficie de nanoparticulas com
oligopeptideos consiste no uso de agentes de acoplamento. Agentes de acoplamento
promovem a adesdo de materiais as moléculas bioldgicas, sendo os mais utilizados, os
aminosilanos (VANSANT; VAN DER VOORT; VRANCKEN, 1995; GONG; GRAINER,
2007).

O grupo amino dos aminosilanos € responsavel por sua alta reatividade. Esse grupo
amino pode ser ligado covalentemente com carboxilas presentes em moléculas bioativas,
como colageno, por exemplo. Ja a ligagdo do silano com a superficie do suporte ocorre por
meio de uma reacao de condensagao, envolvendo o grupo silanol do aminosilano e grupos
presentes na superficie do material polimérico (RIAU et al., 2015).

Como exemplo envolvendo a adesdo de oligopeptideos a nanoparticulas utilizando
agentes de acoplamento, pode-se citar o trabalho de El-Ghannam et al. (2004). Os
pesquisadores mostraram que o RGD pode ser acoplado a uma superficie de silica através
de um agente de acoplamento, conservando as atividades biologicas das células. O agente
de acoplamento utilizado foi o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). Essa alteracdo na
superficie da silica aumentou significativamente a adesdo celular, o espalhamento, a
sinalizag¢do de integrina e a melhor organizacao do citoesqueleto.

Com isso, através da utilizagdo de agentes de acoplamentos, como aminosilanos, as
nanoparticulas de PHBHYV, preparadas neste projeto, podem ser modificadas, permitindo sua
aplicacdo em engenharia de tecidos, podendo aumentar a adesdo, proliferagdo e

diferenciagdo celular e mantendo suas propriedades de biocompatibilidade e

biodegradabilidade.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar ~ nanoparticulas  de  poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
modificadas pelos aminosilanos 3-aminopropiltrimetoxisilano e 3-

aminopropiltrietoxisilano, visando aplicagdo em engenharia de tecidos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito dos parametros de processo na sintese de nanoparticulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) no didmetro hidrodinamico das particulas, no indice
de polidispersidade e na estabilidade coloidal das dispersdes poliméricas;

- Avaliar a modificagdo quimica da superficie das nanoparticulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) pelo 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS);

- Avaliar a modificagdo quimica da superficie das nanoparticulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) pelo 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES);

- Avaliar a influéncia da massa molar do poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) no grau de enxertia dos silanos na superficie das particulas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

PHBHV (M, = 121KDa, gentilmente doado pela PHBISA, contendo 9,8% de HV),
cloroférmio (CHCls, 99,8%, P.A., Synth), dodecil sulfato de sdédio (SDS), diclorometano
(DCM, 99,5%, P.A, Synth), dibultil dilaurato de estanho (DBTB, 95%, Sigma-Aldrich),
etileno glicol (99,8%, Sigma-Aldrich), éter etilico (98%, P.A, Synth), n-hexano (98,5%,
P.A., Synth), dietilenoglicol dimetil éter (diglima, 99,5%, Sigma-Aldrich), etanol (99,5%,
P.A., Synth), hidréxido de aménio (27%, P.A., Synth), 4cido acético (99,7%, P.A., Synth),
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES, 98%, Sigma-Aldrich) e 3-aminopropiltrimetoxisilano
(APTMS, 97%, Sigma-Aldrich).

PHBHYV foi purificado conforme segue: 50 g do material foram submetidas a
agitacdo em 1 L de agua deionizada a 1500 rpm por 2 h. O material foi entdo filtrado e lavado
com 500 mL de éter etilico gelado. Por fim, o PHBHYV foi seco a 30 °C por 8 h. Os outros
reagentes foram utilizados como recebidos. Agua destilada e deionizada foi utilizada durante

todo o desenvolvimento do trabalho.

4.2 Métodos

4.2.1 Reducio da massa molar do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

(PHBHYV)

A reducgdo da massa molar do PHBHV (M, = 121kDa, b= 1,90) foi realizada via
reacao de transesterificacdo com excesso de etileno glicol, catalisada por dibutil dilaurato de
estanho, de acordo com metodologia adaptada do trabalho de Abdelwahab et al. (2012). A

rota sintética para a redug¢do da massa molar do PHBHYV esta representada no esquema 1.

Esquema 1 - Rota sintética da reducdo da massa molar do PHBHYV por transesterificagdo usando
etileno glicol
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Fonte: Arquivo Pessoal
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Primeiramente, 10 g de PHBHV (M, = 121kDa, D= 1,90) juntamente com 150 mL
de diglima foram adicionados a um baldo de fundo redondo, equipado com agitador
magnético e condensador de refluxo.

Ap6s solubilizacdo completa do PHBHV em diglima a 140 °C, estabilizou-se a
temperatura da reacdo em 120 °C. Em paralelo, preparou-se uma solugio de 0,1 g de dibutil
dilaurato de estanho em 10 mL de diglima. Essa solu¢do, juntamente com 20 mL de etileno
glicol foram adicionados ao reator. Apds o tempo de reagdo de 3 h, o sistema foi imerso em
banho de 4gua, a temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo polimérica foi colocada em
agua gelada. O recipiente foi mantido refrigerado até separacdo das fases e o polimero foi
recuperado por filtragdo sob vacuo. O material recuperado foi seco em estufa a vacuo por 48
h. O polimero seco foi dissolvido em diclorometano (5%) e purificado via precipitagdo em

hexano gelado (1:10).

4.2.2 Sintese das nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) via

método de emulsio-evaporacio do solvente

A sintese de nanoparticulas foi realizada conforme metodologia adaptada de
Leimann et al. (2013). Para as sinteses foram utilizados dois copolimeros a base de
hidroxibutirato e hidroxivalerato (PHBHV), com diferentes massas molares: poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (M, = 121kDa, P= 1,90) e poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) dihidroxilado (M, = 22kDa, P=1,47) (produto obtido na etapa de redugdo
da massa molar via transesterificacdo com etileno glicol). Duas solug¢des foram preparadas.
Primeiramente, uma fase organica foi preparada pela dissolu¢do de 0,3 g do polimero
PHBHYV em 6 mL de cloroférmio e uma fase aquosa foi preparada pela dissolugdo de dodecil
sulfato de sodio (SDS) em 24 mL de dgua deionizada.

A fase aquosa foi adicionada a fase organica usando uma bomba dosadora, a uma
taxa de 0,4 mL/min, sob agitagdo magnética, por 60 min. Em seguida, a dispersao foi
submetida a homogeneizagao a 6000 rpm, durante 30 min em equipamento Ultra-Turrax,
IKA T18.

A dispersdo, entdo, foi colocada em banho de gelo e submetida a sonicagdo por
180s no equipamento Sonics Vibra Cell, equipado com sonda de /2", a 70% de amplitude,
com pulsos de 30 s e intervalo de 10 s entre os pulsos.

A emulsdo resultante foi transferida a um baldo de fundo redondo de 250 mL e a

remoc¢ao do cloroformio foi realizada a 51°C durante 3 h sob agitacdo magnética.
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As formulag¢des utilizadas nas sinteses de nanoparticulas de PHBHV estao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Formulagdes utilizadas nas sinteses de nanoparticulas de PHBHV (M» = 121KDa, D=
1,90) pelo método de emulsdo-evaporagdo do solvente

PHBHV*  Agua  CHClh

Exp © (mL) (nL) SDS (g) A (min) B (min) C (rpm) D (%) E (min)
1 0,3 24 6 0,072 60 - - 70 3
2 0,3 24 6 0,072 60 30 6000 70 3
3 0,3 24 6 1,600 60 30 6000 70 3
4 0,3 24 6 0,072 30 30 6000 70 3
5 0,3 24 6 0,072 60 30 6000 30 3
6 0,3 24 6 0,072 60 30 6000 70 6

*PHBHV (Mx = 121KDa, H=1,90); A- Tempo de agitacdo com agitador magnético; B - Tempo de
homogeneizacdo com equipamento Ultra-Turrax®; C - Velocidade de homogeneizagdo com
equipamento Ultra-Turrax®; D - Amplitude de sonicagiao no equipamento de ultrassom; E - Tempo
de sonicacdo no equipamento de ultrassom.

Fonte: Arquivo Pessoal

4.2.3 Modificacdo quimica da superficie das nanoparticulas de PHBHYV com

aminosilanos

A superficie das nanoparticulas de PHBHYV foi modificada usando os aminosilanos
3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), obtendo-se
as nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTMS e poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTES, respectivamente, conforme representado nos
esquemas 2 e 3 e de acordo com metodologia adaptada de Xu, Liu e Finch (1997), como
segue: 1,3 mL de APTMS/APTES foi adicionado a 5,2 mL de 4gua deionizada e essa solugdo
foi mantida em agitacdo durante 10 min e depois foi adicionada a um baldo contendo 25 mL
da dispersdo de nanoparticulas, a um pH de 10,5. A suspensao foi entdo aquecida a 50°C por
3 h, sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética. Em seguida, a suspensao foi resfriada
e centrifugada, a 26000 rpm, em uma centrifuga Allegra 64R, por 1 h. O sobrenadante foi
retirado e as particulas foram lavadas duas vezes com agua e duas vezes com etanol, e
centrifugadas apods cada lavagem, para remocdo do excesso de aminosilano, removendo-se
também o surfactante adicionado na etapa de sintese das nanoparticulas. Apos estas

sucessivas etapas de lavagem, as particulas foram redispersas em agua em presenca de
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surfactante dodecil sulfato de sodio. O volume de dgua e quantidade de surfactante foram os

mesmos utilizados na suspensao original.

Esquema 2 — Reagdo de modificagdo da superficie das nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) (PHBHV) com o silano 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMYS)
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Fonte: Arquivo Pessoal

Esquema 3 — Reagdo de modificagdo da superficie de nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) (PHBHV) com o silano 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES)
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Fonte: Arquivo Pessoal

4.3 Caracterizacoes

4.3.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

A avaliagdo do didmetro hidrodindmico e a distribui¢cdo de tamanho das particulas
de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), das particulas de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato)-APTMS e das particulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-

APTES foram realizados diluindo as suspensdes em agua (Ultrapura) e utilizando a técnica
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de espalhamento de luz dindmico (DSL) em um analisador de particulas ZetaSizer Nano ZS-
da MALVERN Instruments® (LabPol/EEL/USP) a 25°C. As medidas foram realizadas em
triplicata. Antes da coleta da aliquota para posterior analise no equipamento, as dispersoes

foram agitadas em ultrassom de banho por Smin.

4.3.2 Espalhamento de Luz Eletroforético (ELS)

A densidade de cargas na superficie das particulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato), das particulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTMS e
das particulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTES foi medida utilizando
a técnica de espalhamento de luz eletroforético em equipamento ZetaSizer Nano ZS - da
MALVERN Instruments® (LabPol/EEL/USP). As amostras foram preparadas diluindo a

suspensao em agua (Ultrapura) 50 vezes. As medidas foram realizadas em triplicata.

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros do infravermelho foram obtidos por meio de Espectrofotometria de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

A composi¢do quimica do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), do
polimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado, das particulas de
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTMS e de poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato)-APTES foi avaliada qualitativamente por espectroscopia de infravermelho
(FTIR). Utilizou-se 1-2 mg de amostra que foram embutidas em pastilhas contendo de 100-
200 mg de KBr. As amostras foram analisadas em um espectrometro de infravermelho da
marca Shimadzu®, modelo IR Prestige-21, localizado no Departamento de Biotecnologia da

EEL-USP (DEBIQ-EEL/USP).

4.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

A estrutura quimica do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), do polimero
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado, das particulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTMS e de poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato)-APTES foi avaliada por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
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(RMN 'H). As analises de RMN 'H foram realizadas em espectrofotdmetro Varian Mercury
(Laboratério de Espectrometria— DEQUI/EEL-USP) operando com frequéncia de 300 MHz.
Para essas caracterizagdes, 10 mg de amostra purificada e seca foram solubilizadas em 1 mL

de solugao de cloroformio deuterado (CDCl3, 99,8%, Sigma-Aldrich).

4.3.5 Cromatografia de Permeaciao em Gel (GPC)

A massa molar e a dispersidade (P) dos polimeros poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) e  poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)  dihidroxilado  foi
determinada por cromatografia de permeacgao em gel (GPC). Utilizou-se um cromatédgrafo
da marca Waters, incluindo uma bomba isocratica Waters 1515, injetor automatico Waters
717 Plus, detector de indice de refragdo Waters 2414 (Laboratério de Polimeros, LOQ -
EEL-USP). As amostras foram dissolvidas em cloroférmio, na concentra¢ao de 10 mg/mL,
filtradas em filtro de membrana de PVDF modificada (0,45 um) e depois injetadas no
equipamento. As analises foram realizadas empregando colunas Phenogel, marca
Phenomenex de 500, 103 e 10* A. Cloroférmio grau HPLC foi utilizado como eluente numa
vazao de 1mL/min, e a temperatura interna das colunas foi mantida a 30 °C. A curva de

calibragdo foi construida utilizando padrdes de poliestireno.

4.3.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As analises térmicas do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), do polimero
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado, das particulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTMS e poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato)-APTES foram conduzidas em um calorimetro da marca TA Instruments®,
modelo Q20 (LabPol-EEL/USP), calibrado com padrdes de indio (In). As amostras (5-8 mg)
foram inseridas em porta amostra hermético de aluminio, aquecidas de 40 a 180°C, a
10°C.min"!, para remover seu historico térmico e analisadas nas seguintes condigdes: taxa
de aquecimento de 10°C.min"!, faixa de temperatura entre -60 e 230 °C, fluxo de nitrogénio
a 50 mL.min"'. O resfriamento foi feito com adi¢do de nitrogénio liquido, com a auxilio de
um “Quench cooler”.

Dos termogramas de DSC, além das temperaturas de transi¢ao e entalpias, também
foi possivel obter o grau de cristalinidade do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato),

do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado, e das particulas de poli(3-
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hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTMS e de poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato)-APTES, conforme equagao 1.

—Am y100 (1)

X =
PHBHV
AH190-pPHBHV

Onde AHnse refere a entalpia de fusdo do pico com maior temperatura e
intensidade (Tm2) € AHi00-puBHYV Se refere a entalpia do PHBHV 100% cristalino (109 J/g)
(DAGNON et al., 2009).

4.3.7 Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

As propriedades morfologicas e topograficas e o didmetro das particulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-
APTMS e de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)-APTES foram obtidos por
Microscopia de Forca Atomica (AFM) em um microscopio de forca atomica da Park
Systems XE7 (LabPol — EEL/USP) com uma taxa de scan de 1Hz. O modelo do cantilever
utilizado para as analises foi o PPP-NCHR 5M. O modo de anélise utilizado foi ndo-contato.
O processamento e analises das imagens obtidas por AFM foram realizadas em software

Gwyddion.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reducio da massa molar do PHBHYV via transesterificacdo com etileno glicol

A redu¢do da massa molar do PHBHV (M, = 121KDa, b= 1,90) via
transesterificagdo com etileno glicol, catalisada por dibutil dilaurato de estanho foi realizada
visando obter o polimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado
(PHBHV-diol). Esse PHBHV-diol possui suas extremidades funcionalizadas com
hidroxilas, enquanto o PHBHV (M, = 121KDa, = 1,90) possui uma hidroxila terminal e
uma carboxila terminal. Com essa funcionalizagdo do PHBHV-diol, uma maior quantidade
de grupos hidroxilas estariam disponiveis na superficie das nanoparticulas para realizacao
da reacao de condensa¢dao com os aminosilanos.

Com isso, o PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) e o PHBHV-diol foram
caracterizados utilizando-se as técnicas de Cromatografia de Permeacio em Gel (GPC),
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H), Espectroscopia de Infravermelho

por Transformada de Fourier (FTIR) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).

5.1.1 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

As massas molares do PHBHYV de partida e do PHBHV obtido como produto da
reacdo de transesterificagdo com etileno glicol (PHBHV-diol) foram obtidas pela técnica de
Cromatografia de Permeagao em Gel, conforme Tabela 2. Os cromatogramas de GPC do

PHBHYV e do PHBHV-diol encontram-se na Figura 5.

Tabela 2 - Massas molares do PHBHYV de partida e do PHBHV obtido como produto das rea¢des de
transesterificacdo com etileno glicol, obtidas pela técnica de Cromatografia de Permeacio em Gel

PHBHV M,, (KDa) M, (KDa) b
PHBHYV de partida 229,518 120,891 1,899
PHBHYV (3h de reagdo) 33,136 22,494 1,470

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 5 - Cromatogramas de GPC do PHBHYV de partida e do PHBHYV obtido pela reacdo de
transesterificagdo com etileno glicol (PHBHV-diol)

—— PHBHV-dio| === PHBHV

. . e —y —
10 12 14 16 18 20
Tempo de Eluicdo (min)

Fonte: Arquivo Pessoal

Como esperado, a reacao de transesterificacdo com etileno glicol provocou a
redu¢do da massa molar do polimero. Essa reducao significativa da massa molar do
polimero, ap6s 3h de reagdo, foi de 81,4%, permitindo uma avaliacdo da influéncia da massa
molar no diametro hidrodindmico das particulas sintetizadas pelo método de emulsdo-

evaporagao do solvente.

5.1.2 Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

A estrutura quimica do PHBHV (M, =121KDa, D= 1,90) e do PHBHYV obtido pela
reacao de transesterificagdo (M, = 22KDa, D= 1,47) foi avaliada utilizando a técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H). Com a avaliagdo da estrutura
quimica foi possivel confirmar a obtengdo do PHBHV-diol, que foi obtido ap6s 3h de reagdo
de transesterificacao com etileno glicol.

Os espectros do PHBHYV (M, = 121KDa, b= 1,90) e do PHBHV-diol (M, =22KDa,

D= 1,47) encontram-se nas figuras 6a e 6b, respectivamente.
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Figura 6 - Espectros de RMN 'H do PHBHV (M, = 121KDa, P= 1,90) e do PHBHV-diol (M. =
22KDa, b= 1,47)
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(a) PHBHV (M» = 121KDa, B=1,90) e (b) PHBHV-diol (M = 22KDa, D= 1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal

Pelo espectro de RMN 'H da figura 6a foi possivel verificar os deslocamentos
caracteristicos do PHBHV, onde tem-se: em 0,9 ppm sinal referente aos grupos CH3 do
grupo valerato; em 1,27 ppm tem-se o sinal referente ao CH3 do grupo butirato; em 1,61
ppm tem o sinal referente ao CH> do grupo valerato; em 2,4-2,7 ppm sinais referentes ao
CHo; e, por fim, em 5,2 ppm sinal referente ao CH.

Com relacao ao espectro do PHBHV-diol (Figura 6b), foi possivel identificar os
grupos caracteristicos do PHBHV e, também, confirmar a presenga dos grupos hidroxilas
terminais, devido ao aparecimento de sinal em 3,72-3,82 ppm, caracteristico do grupo CH»
do etileno glicol (OCH>,CH,OH) e aparecimento de sinal em 4,0-4,25ppm referente aos
grupos CH> do etileno glicol (OCH>CH>OH).

Também foi possivel avaliar a quantidade da unidade acido hidroxivalérico no
polimero, sendo de 8,9% para o PHBHV de maior massa molar, e de 10,1% para o PHBHV-
diol, que possuir menor massa molar.

Com isso, a estrutura quimica do PHBHV obtido pela reagao de transesterificacao

se refere ao PHBHYV dihidroxilado.



56

5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A estrutura quimica do PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) e do PHBHYV obtido pela
reacao de transesterificagdo (PHBHV-diol) também foi avaliada utilizando a técnica de
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros do PHBHV (M, = 121KDa, P=1,90) e do PHBHV-diol (M, =22KDa,

D=1,47) encontram-se na Figura 7.

Figura 7 - Espectro de FTIR do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e do poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado
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(a) PHBHV (Mx=121KDa, H=1,90) e (b) PHBHV-diol (M. =22KDa, b= 1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal

Pela Figura 7, foi possivel observar as bandas referentes aos estiramentos
vibracionais dos grupos C-H em 2975cm™ e 2745cm!. Em 3440 cm!, observou-se
deformagdo axial de OH. Em 1724cm’!, foi possivel observar uma banda forte que
corresponde a deformagido axial do grupo éster C=0. Em 1380cm™ tem-se a banda
correspondente a deformagdo assimétrica da ligagdo C-H do grupo metil. Em 1132cm™!, tem-
se a banda caracteristica dos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo C-O-C. Ja em
1050cm™ € 979 cm’! tem-se a banda que representa as deformagdes axiais das ligagdes C-O
e C-C, respectivamente. (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; MONTORO, 2005)

Através das analises por FTIR foi possivel observar que nao houve alteragdo na

estrutura quimica do PHBHYV, conforme esperado.
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O PHBHV (M, = 121KDa, b= 1,90) e o PHBHV-diol foram submetidos a técnica

de Calorimetria Exploratoria Diferencial com o objetivo de se verificar o comportamento

térmico do material devido a inclusdo das hidroxilas terminais e, principalmente, devido a

reducdo da massa molar.

Os termogramas mostrados na Figura 8 e os dados apresentados na Tabela 3 se

referem ao segundo aquecimento.

Figura 8 - Termogramas de DSC do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e do poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado
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(a) PHBHV (M» = 121kDa, D= 1,90) e (b) PHBHV-diol (M: = 22kDa, b= 1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal
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Tabela 3 - Valores das temperaturas de transi¢ado, entalpia de fusdo e grau de cristalinidade do poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
dihidroxilado obtidos por DSC

Cristalinidade
Polimero  Tg(°C) Tmi (°C) Tm2(°C) Tee (°C) AHmi AHm2 )
0
pHBHy+ 100 14472 163,66 62,76 2.85 39,71 36,4
PHBHV- 76 140,75 15934 61,79 4,45 45,41 41,7
diol**

*(Mn = 121kDa, D=1,90); **(Mn =22kDa, D=1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal

Foi possivel notar que, tanto o PHBHV (M, = 121KDa, P=1,90) quanto o PHBHV-
diol apresentaram eventos endotérmicos com transicdo de segunda ordem, referente a
transi¢do vitrea do material (Tg), determinados pela variacdo de Cp. A diferenga entre os
valores de Ty para o PHBHV (M, =121KDa, D=1,90) e o PHBHV-diol ndo foi significativa,
sendo de apenas 0,24°C.

Também foi possivel observar picos referentes a eventos de primeira ordem, sendo
um exotérmico, referente a cristalizacdo e dois endotérmicos, referentes a fusdo do material.

A inserc¢ao das hidroxilas terminais na cadeia do PHBHYV levou a uma alteragao nos
valores das temperaturas de fusdo cristalina. Os dois picos de fusdo localizados em 144,72 e
163,66°C para o PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) e 140,75°C e 159,34°C para o PHBHV-
diol se referem ao processo de fusdo-recristalizagao-refusdao (LIU et al., 2009). Conforme
Liu et al. (2009) geralmente o ponto de fusdo com maior temperatura (Tmn2) € utilizado como
o ponto de fusdo do copolimero. Foi possivel perceber uma diminui¢do da T, do PHBHV-
diol, quando comparado com a T, do PHBHV (M, = 121kDa, P=1,90), na ordem de 4,32°C.
Esse fendmeno de reducdo da Ty, com a inser¢do de hidroxilas terminais e diminui¢ao da
massa molar também foi observado por Liu et al. (2012), mas para os autores a reducao da
temperatura de fusdo foi mais significativa que a evidenciada no presente trabalho. Isso pode
ter acontecido, pois as diferencas das massas molares dos polimeros utilizados pelos autores
foram muito maiores que a diferenca do PHBHV (M, = 121KDa, b= 1,90) e PHBHV-diol
(M, = 22KDa, b= 1,47), afetando diretamente na quantidade de hidroxilas terminais
presentes no material. De acordo com os autores, a reducao nos valores de Ty foi

consequéncia da redu¢do na perfeicao dos cristais do PHBHV-diol.
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Além das diferengas nos valores obtidos para as T, no termograma do PHBHV-
diol, o primeiro pico de fusdo ficou mais evidente, quando comparado com o PHBHV (M, =
121kDa, b= 1,90), como pode ser observado pela Figura 9 e pelo valor da entalpia de fusdo
(AHm1) da Tabela 3, que se relaciona com o valor da area do pico. Esse resultado também foi
obtido por Liu et al. (2012). Os autores concluiram que isso ocorreu, pois, 0 PHBHV-diol
possui maior concentracao de grupos terminais hidroxila. Essa alta concentracdao de grupos
terminais hidroxila levaria a uma formac¢ao de estruturas lamelares secundarias, diminuindo
a perfeicdo dos cristais.

Analisando o grau de cristalinidade do material, foi possivel perceber que apds
diminui¢do da massa molar do PHBHYV e a introdu¢do dos grupos hidroxilas terminais, a
cristalinidade do material aumentou. Com o aumento da cristalinidade do material e
diminuicdo da T, pode-se inferir que apesar do aumento da densidade de cristais,
evidenciado pelo aumento da cristalinidade, ocorreu uma diminui¢do na perfei¢ao dos
cristais, conforme observado pela diminui¢do do valor da T e pelo aumento da intensidade

do pico referente a Trmi (DAGNON et al., 2009).

5.2 Sintese de nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e poli(3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado

Para a sintese de nanoparticulas, avaliou-se a influéncia dos parametros do processo
de emulsdo-evaporagdo do solvente no diametro hidrodindmico, indice de polidispersidade
e estabilidade coloidal das dispersdes.

A partir desse estudo foram selecionados dois diametros hidrodindmicos diferentes,
tanto para as particulas de PHBHV quanto para as particulas de PHBHV-diol. Com as
nanoparticulas selecionadas, de didmetros hidrodindmicos e massas molares diferentes,

realizou-se a modificacdo quimica da superficie desses materiais com os aminosilanos.

5.2.1 Estudo do efeito dos parametros de processo na sintese de nanoparticulas de
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e estabilidade coloidal das

dispersoes obtidas
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Estudou-se o efeito dos parametros do processo de sintese de nanoparticulas de
PHBHV no diametro hidrodindmico das particulas, indice de polidispersidade e na
estabilidade coloidal das dispersoes.

Os parametros de processo variados foram, a concentracdo do surfactante,
velocidade e tempo de homogeneizacao no agitador Ultra-Turrax, tempo de agitacdo com
agitador magnético, e o tempo e amplitude de sonica¢do no ultrassom. Com esse estudo,
verificou-se os parametros de processo que mais influenciam no didmetro hidrodindmico e
indice de polidispersidade, e também, serviu de base para a sintese de nanoparticulas de
PHBHV-diol.

A Tabela 1 apresenta as formulagdes utilizadas para a sintese das nanoparticulas de
PHBHYV via método de emulsdo-evaporagiao do solvente e a Tabela 4 apresenta a média e o
desvio padrao dos resultados dos diferentes produtos obtidos utilizando os mesmos
parametros de processo e mesmas quantidades de reagentes (n=2). As medi¢des de cada um

desses produtos foram realizadas em triplicatas.

Tabela 4 — Resultados obtidos no estudo do efeito dos parametros do processo de sintese de
nanoparticulas de PHBHV (M = 121KDa, P=1,90)

Experimento Dn:DP* (nm) PDI**+DP* pH=DP*
1 113,60+1,41 0,126+0,004 2,76+0,18

2 125,20+3,96 0,1194+0,019 3,64+0,43
3 90,01+7,68 0,171+0,033 6,78+0,04
4 118,95+3,04 0,126+0,002 3,37+0,04
5 138,15+6,29 0,196+0,029 3,18+0,21
6 110,75+3,89 0,1284+0,002 2,89+0,04

*DP se refere ao desvio padrdo calculado a partir dos diferentes produtos que foram obtidos
utilizando os mesmos parametros de processo de sintese (n=2); **PDI= indice de polidispersidade.
Fonte: Arquivo Pessoal

Os resultados de espalhamento de luz apresentados na Tabela 4 mostraram que o
aumento da concentracdo de surfactante levou a diminui¢do do Dy das particulas, como
esperado. Essa diminuicdo no diametro hidrodindmico causada pelo aumento da
concentracao do surfactante foi de 28%.

A formulacdo 2 difere da formulagdo 1, devido a inclusdo da etapa de
homogeneizagdo com agitador Ultra-Turrax®, ao processo de sintese das nanoparticulas.
Com a inclusdo da etapa de homogeneizacao, utilizando-se tempo de 30 minutos e
velocidade de 6000 rpm, foi observado um aumento de 10% no didmetro hidrodinamico das

particulas.
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Reduzindo-se o tempo de agitacdo magnética de 60 minutos (Formulacao 2) para
30 minutos (Formulacdo 4), verificou-se uma diminui¢do de apenas 5% no didmetro da
particula. Portanto, o tempo de agitagdo com o agitador magnético ndo influenciou
significativamente o tamanho das particulas de PHBHV.

Uma diminuicdo na amplitude do ultrassom de 70% (Formulacdo 2) para 30%
(Formulagdo 5), resultou no aumento do didmetro das particulas na ordem de 10% e o
aumento do tempo de sonicacdo de 3 minutos (Formulagdo 2) para 6 minutos (Formulacdo
6) provocou uma reducdo do tamanho das particulas de 11,5%. Esse aumento do diametro
hidrodindmico com a diminuigdo da amplitude e do tempo foi obtido também por Colman
(2008), na sintese de poliestireno, via polimerizagdo em miniemulsdo. O sistema utilizado
por Colman (2008) ndo foi o mesmo do utilizado no presente trabalho, mas, de um modo
geral, a emulsificacdo de liquidos utilizando surfactantes via ultrassom, apresenta esta
tendéncia de aumento do didmetro das particulas com a diminui¢ao da amplitude. Isso ocorre
até que um certo limite seja atingido, e apos esse limite, o aumento da amplitude e/ou tempo
pode ndo mais levar a uma redugao significativa do didmetro das nanoparticulas, devido ao
aumento nas frequéncias de colisdo e a baixa velocidade de adsor¢do do surfactante,
dificultando a estabilizagdo das particulas nessa situacdo (JAFARI; HE; BHANDARI,
2007). Essa diminui¢ao do diametro hidrodindmico, devido ao aumento da amplitude e
tempo no ultrassom, esta relacionada com o fendmeno da cavitacdo.

Cavitagdo esta relacionada a formagao de cavidades preenchidas com gas e vapor
quando a pressdo estatica diminui e o colapso dessas cavidades, quando a pressao estatica
aumenta novamente (FREUDIG; TESCH; SCHUBERT, 2003). O colapso dessas bolhas,
quando proximo a uma superficie solida produz jatos de alta velocidade, os quais sdo os
responsaveis pela diminuicdo do tamanho das particulas por cisalhamento, alisamento e
escavacao da superficie dessas particulas (RONCHI, 2014). Conforme mostrado por Tsai,
Bai e Chen (2008), esse fenomeno de cavitacao esta relacionado com a energia utilizada no
ultrassom, onde tem-se: quanto maior o tempo e a amplitude utilizada no ultrassom, maior a
energia de entrada no sistema, produzindo um maior efeito de cavitagdo e, com 1isso,
formando particulas menores € com menor indice de polidispersidade.

Levando em consideracao o indice de polidispersidade das dispersdes obtidas
percebeu-se que a introdugao da etapa de homogeneizacdo (Ultra-turrax®), na metodologia
proposta por Leimann et al. (2013), resultou na reducdo do indice de polidispersidade (PDI)

do material em 6% (Formulacdes 1 e 2).
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O indice de polidispersidade representa a faixa de distribuicdo de diametros de
particula e ¢ um indicativo da estabilidade das suspensdes. Quanto menor o valor desse
indice, mais homogénea ¢ a suspensdo. Visando menores valores no indice de
polidispersidade, a etapa de homogeneizagao com o equipamento Ultra-Turrax® foi mantida
nas sinteses das nanoparticulas de PHBHV.

A diminui¢do da amplitude de sonicacdo de 70% (Formulacdo 2) para 30%
(Formulagao 5) provocou aumento do PDI em 65%. Esse aumento do PDI também esta
relacionado com o efeito de cavitagdo. Com a diminui¢do da amplitude no ultrassom, a
energia de entrada no sistema foi menor, produzindo um menor efeito de cavitagao, o que
provocou o alargamento nas faixas de distribui¢do de tamanho das particulas (TSAI; BAI;
CHEN, 2008).

O aumento do tempo de sonicacdo de 3 minutos (Formulagdo 2) para 6 minutos
(Formulagao 6) resultou no aumento do indice de polidispersidade em 8% e o aumento do
tempo de agitacao em agitador magnético, de 30 minutos (Formula¢do 4) para 60 minutos
(Formulagao 2), provocou redugdo do indice de polidispersidade em 6%.

Tendo como base os resultados obtidos nesse estudo, observou-se que a variagao
da quantidade de surfactante na formulagdo teve influéncia mais significativa na variacao do
diametro hidrodindmico. E, o parametro que teve maior efeito no PDI foi a diminuicao da
amplitude de sonicagdo de 70%.

Apos a andlise do efeito dos pardmetros do processo de sintese de nanoparticulas
de PHBHYV no diametro hidrodindmico e indice de polidispersidade, realizou-se o estudo da

estabilidade das dispersdes dessas particulas ao longo do tempo.

5.2.1.1 Estudo da estabilidade coloidal das dispersdes de nanoparticulas de poli(3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

O objetivo desse estudo foi checar a possibilidade de degradacdo quimica do
polimero, assim como a estabilidade coloidal das dispersdes ao longo do tempo. A
estabilidade coloidal ¢ uma caracteristica essencial para a aplicagdo dessas nanoparticulas
em substratos para engenharia de tecidos.

Esse estudo foi realizado através da medi¢do do didmetro hidrodindmico das
particulas, do indice de polidispersidade e do pH das dispersdes ao longo do tempo. Os

resultados obtidos encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5 - Estudo da estabilidade coloidal das dispersdes de particulas de PHBHV (M» = 121KDa,

D=1,90)
Inicial 15 dias
Exp.
DuxtDP*(nm) PDI**+DP* pH+DP* | DuxtDP (nm) PDI£DP pH=DP
1 113,60+1,41 0,126+0,004  2,76+0,18 116,843,11 0,162+0,011  2,90+0,15
2 125,20+£3,96  0,119+0,019 3,640,443 | 124,35+4,03  0,114+0,012  3,75+0,02
3 90,01+7,68 0,171+0,033  6,78+0,04 85,42+8,21 0,118+0,004 7,12+1,02
4 118,95+3,04  0,126+0,002  3,37+0,04 | 119,40+1,84  0,125+0,007 3,43+1,07
5 138,15+6,29  0,196+0,029  3,18+0,21 | 131,15£3,89  0,122+0,010  3,22+0,49
6 110,75+£3,89  0,128+0,002  2,89+0,04 | 110,85+4,45  0,12540,003 3,04+1,03
30 dias 60 dias
Exp.
DutDP (nm) PDItDP pH=DP | DnxDP (nm) PDI+DP pH=DP
1 122,90+3,68  0,209+0,003  2,74+0,12 | 143,85+10,82  0,349+0,001 2,71+0,06
2 125,00+2,40  0,127+0,026  3,62+0,34 | 124,35£2,90  0,109+0,001  3,50+0,40
3 84,00+5,13 0,135+0,061  7,32+0,26 80,06+6,68 0,114+0,006 7,01+0,18
4 121,85+1,06  0,145+0,014 3,16+0,17 | 126,40+2,26  0,181+0,008  3,04+0,08
5 133,30+4,38  0,150+0,027 3,08+0,13 | 137,50+3,54  0,173+0,003 2,92+0,04
6 120,00+1,27  0,219+0,039  2,79+0,05 | 136,65+1,34  0,329+0,011 2,76+0,04

* DP se refere ao desvio padrio calculado a partir dos diferentes produtos que foram obtidos
utilizando os mesmos parametros de processo de sintese (n=2); ** PDI= indice de polidispersidade

Fonte: Arquivo Pessoal

Primeiramente, analisou-se a varia¢ao dos diametros hidrodinamicos das particulas

de PHBHYV ao longo do tempo, utilizando como base a Tabela 5 e a Figura 9.
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Figura 9 - Variacdo do didmetro hidrodinamico das particulas de PHBHV (M. = 121KDa, D=
1,90) em fungdo do tempo
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Fonte: Arquivo Pessoal

Comparando os valores de didmetro hidrodinamico obtidos inicialmente e apods os
60 dias, constatou-se que os produtos obtidos com as formulagdes 1 e 6 apresentaram
aumento no didmetro hidrodindmico ao longo do tempo, com variagdo de aproximadamente
27% e 23%, respectivamente. Para este mesmo tempo de estocagem (60 dias), o produto
obtido com a formulacdo 3 apresentou reduciao de 11% no seu diametro hidrodindmico e o
produto obtido pela formulacdo 4 apresentou aumento no didmetro hidrodinamico de 6%. E,
por fim, os produtos obtidos com as formulagdes 2 e 5 ndao apresentaram alteracao
significativa, sendo a variacdo menor que 1%.

A variagdo no diametro hidrodinamico das particulas em fun¢do do tempo sugere
uma possivel perda de estabilidade coloidal, principalmente das amostras obtidas pelas
formulagdes 1 ¢ 6.

A variagdo do indice de polidispersidade das dispersdes de nanoparticulas de

PHBHYV encontram-se na Tabela 5 e Figura 10.
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Figura 10 - Variagao do indice de polidispersidade das dispersdes de nanoparticulas de PHBHV (Mx
=121KDa, P=1,90) em funcdo do tempo
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Fonte: Arquivo Pessoal

Comparando-se os valores do indice de polidispersidade obtidos inicialmente e
apos os 60 dias, foi possivel perceber que os produtos obtidos com as formulacdes 1,4 e 6
apresentaram aumento significativo no indice de polidispersidade com o tempo, na ordem
de 177%, 44% e 157%, respectivamente. Os produtos obtidos com as formulacdes 3 e 5
tiveram seu PDI reduzido na primeira semana, mas ao final dos 60 dias, o produto obtido
com a formula¢do 5 teve aumento significativo do seu PDI. O produto obtido com a
formulacdo 5, depois da diminui¢do do PDI na primeira semana, apresentou tendéncia de
aumento do PDI ao longo do tempo. J4 o produto obtido com a formulagao 3 teve seu PDI
variando ao longo dos 60 dias, mas sem tendéncia de diminui¢do ou aumento ao longo do
tempo.

Como foi possivel perceber, essa elevada variagdo do PDI sugeriu uma perda de
estabilidade e, além dessa medi¢do, as amostras obtidas pelas formulagdes 1,4, 5 ¢ 6
apresentaram precipitado ao final dos 60 dias, o que também foi uma indicagdo da perda da
estabilidade coloidal.

Os produtos com menores variagdes no indice de polidispersidade ao longo do
tempo, mostrando-se, portanto, estaveis, foram os obtidos com as formulagdes 2 e 3.

Com isso, foi possivel concluir que os produtos obtidos com as formulagdes 2 e 3

apresentaram maior estabilidade coloidal, como pdde ser corroborado pelo diametro
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hidrodindmico, que ndo alterou significativamente e pelo indice de polidispersidade que se
manteve reduzido e sem variagdo significativa ao longo do tempo.

Além da variacdo do diametro hidrodindmico e do indice de polidispersidade em
funcao do tempo, também foi avaliada a variacao do pH das dispersdes em funcdao do tempo
(Figura 11). Essa ¢ uma importante informag¢ao acerca do estudo da degradacao quimica,
pois variagdes de pH podem ser uma indicagdo da degradagdo das cadeias poliméricas.
Guterres et al. (1995) avaliaram o pH de dispersdes de poli(dl- acido lactico) ao longo do
tempo e observaram uma diminui¢do do pH, devido a liberagdo de acido lactico no meio
como resultado da degradagdo do polimero. A degradacdo do PHBHYV ocorre através de
clivagem das ligag¢des acil-oxigénio (R-C=0-0-R'), liberando alcool e acido carboxilico, o

que levaria a uma altera¢do do pH do meio (KE et al., 2015).

Figura 11 - Variacdo do pH das dispersdes de nanoparticulas de PHBHV (M. = 121KDa, D= 1,90)
em funcao do tempo
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Fonte: Arquivo Pessoal

Como foi possivel perceber, as suspensdes ndo apresentaram variagdes
significativas do pH em fungdo do tempo, mostrando que as cadeias poliméricas nao
sofreram degradacao significativa no do periodo avaliado. A caracteristica de
hidrofobicidade e cristalinidade do PHBHYV sdo responsaveis por esse comportamento, pois
impedem uma rapida taxa de degradagao (KE et al., 2015).

Portanto, as amostras mais estaveis coloidalmente, que nao sofreram variacao no

diametro hidrodinamico e nem no indice de polidispersidade, foram as sintetizadas pelo
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processo de homogeneizagao com o equipamento Ultra-turrax®, amplitude de sonicacao de
70% e tempo de sonica¢do de 3 min (Formulagdes 2 e 3). A diferenga entre as formulagdes
2 e 3 esta relacionada a variacdo da concentracdo de surfactante utilizada no processo. Ja
com relacdo a degradagdo quimica, as amostras obtidas com essas formula¢des ndo
apresentaram variagdo significativa do pH, o que pode significar a ndo ocorréncia de
degradacao significativa do polimero.

Com esse estudo, definiu-se os parametros de processo de sintese de nanoparticulas
de PHBHV por emulsdo-evaporacdo do solvente, conforme apresentado na Tabela 6. A
escolha desses parametros foi estabelecida visando a obtencdo de particulas estaveis
coloidamente, para viabilizar a modificagdo quimica da superficie dessas nanoparticulas com

aminosilanos.

Tabela 6 - Pardmetros de processo para a sintese de nanoparticulas de PHBHV pelo método de
emulsdo-evaporacao do solvente

Pardametros Valores
Tempo de agitacdo em agitador magnético (min) 60
Tempo de homogeneizagio no Ultra-Turrax (min) 30
Velocidade de homogeneizacio no Ultra-Turrax (rpm) 6000
Tempo no ultrassom de sonda (min) 3
Amplitude no ultrassom de sonda (%) 70

Fonte: Arquivo Pessoal

A concentragdo de surfactante nao foi fixada em apenas um unico valor, pois a
intencdo era obter dois didmetros hidrodinamicos diferentes para o PHBHV (M, = 121KDa,

D=1,90) e para o PHBHV-diol.

5.2.2 Estudo do efeito dos parametros de processo na sintese de nanoparticulas de
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado (PHBHV-diol) e

estudo da estabilidade coloidal das dispersoes obtidas

As particulas de PHBHV-diol foram sintetizadas pelo método de emulsdo-
evaporacao do solvente, onde os parametros de processo utilizados se encontram definidos

na Tabela 6.
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Com o objetivo de se obter dois diferentes diametros hidrodindmicos para as particulas
de PHBHV-diol, variou-se a concentragao do surfactante, conforme apresentado na Tabela

7.

Tabela 7 — Efeito da concentragdo de surfactante no diametro hidrodindmico, indice de
polidispersidade e pH das dispersdes de nanoparticulas de PHBHV-diol (M, = 22KDa, b=

1,47)

PHBHV- CHCls Agua  SDS  Dn+DP**

Exp.* . PDI***+DP* pH+DP*
diol(g)  (mL)  (mL) ® (nm)

22P1 0,3 6 24 1,600  56,40+0,28  0,256+0,091  6,62+0,37

22P2 0,3 6 24 0,072 120,20£2,62  0,150+0,060  4,99+0,83

*As amostras foram nomeadas primeiramente pela massa molar do polimero usado na sintese das
nanoparticulas (no caso, 22KDa), depois P1 se refere as particulas de menor didmetro e P2 as de
maior didmetro; **DP se refere ao desvio padrao calculado a partir dos diferentes produtos que foram
obtidos utilizando os mesmos parametros de processo de sintese (n=2); *** PDI= indice de
polidispersidade
Fonte: Arquivo Pessoal

Osresultados apresentados na Tabela 7 mostram que a variacdao da concentracao do
surfactante resultou na alteragdo do didmetro hidrodindmico das nanoparticulas, como
esperado.

Avaliou-se a estabilidade coloidal das particulas de PHBHV-diol ao longo do

tempo, obtendo-se os resultados mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Estudo da estabilidade coloidal das dispersdes de particulas de PHBHV-diol (M,
=22KDa, D= 1,47) ao longo do tempo

Inicial 15 dias

Exp.
P DutDP*(nm) PDI**+DP* pH=DP* | DntDP (nm) PDI+DP pH£DP

22P1  56,40+0,28  0,256+0,091 6,62+0,37 | 56,50+4,03  0,202+0,124 6,85+0,07
22P2  120,20+2,62 0,150+0,060 4,99+0,83 | 114,7£7,92 0,115+0,021 4,62+0,64

30 dias 60 dias

Exp.
P Dn=DP (nm) PDI+DP pH=DP | DntDP (nm) PDI+DP pH+DP

22P1  56,80+3,96  0,171+0,077 6,95+0,21 | 58,30+2,83  0,181+0,091 7,19+0,45
22P2 126,90+2,69 0,162+0,008 5,17+1,37 | 123,70+7,35 0,143+0,035 5,37+1,29

*DP se refere ao desvio padrdo calculado a partir dos diferentes produtos que foram obtidos
utilizando os mesmos pardmetros de processo de sintese (n=2); ** PDI= indice de polidispersidade
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As particulas de PHBHV-diol apresentaram mesmo comportamento das particulas
preparadas com o PHBHYV, de maior massa molar (Tabela 5, Experimentos 2 e 3), ou seja,
as dispersdes ndo apresentaram variacao significativa no pH e o didmetro hidrodinamico e
indice de polidispersidade dos produtos ndo variaram significativamente ao longo do tempo.

Portanto, foi possivel concluir que as dispersdes de nanoparticulas de PHBHV-diol
permaneceram estaveis coloidalmente, possibilitando a modificagdo quimica da superficie

dessas nanoparticulas com os aminosilanos.

5.2.3 Influéncia da variacio da massa molar do poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) no diametro hidrodinimico das particulas

Para avaliar a influéncia da massa molar do PHBHV no diametro hidrodinamico
das nanoparticulas, realizou-se a sintese de nanoparticulas de PHBHV ¢ PHBHV-diol
utilizando os parametros de processo definidos na Tabela 6, apresentados no estudo de
estabilidade coloidal.

Comparando os resultados de didmetro hidrodinamico, para as particulas de
PHBHYV (Tabela 4, experimentos 2 ¢ 3) e PHBHV-diol (Tabela 7), foi possivel perceber que
o diametro hidrodindmico das particulas preparadas utilizando maior concentragdo de
surfactante (1,6g) foi alterado, significativamente, em fun¢do da massa molar de PHBHV
utilizada. Com o aumento da massa molar do polimero, houve um aumento no didmetro
hidrodindmico das particulas, utilizando as mesmas condi¢des de processo. Essa diminui¢ao
do diametro hidrodindmico das particulas devido a diminuigao da massa molar era esperada,
pois conforme Zanetti-Ramos et al. (2006) quanto maior a massa molar do polimero, maior
¢ a viscosidade da emulsdo e, com isso, maior a dificuldade em se obter pequenas goticulas,
formando assim particulas de maior tamanho.

Foi possivel perceber que, para as formulagdes com maior concentracao de
surfactante, ou seja, para a preparacdo de particulas de menor didmetro, foi observado um
aumento do didmetro hidrodindmico de 33,61 nm, quando a massa molar do polimero passou
de 22 KDa para 121 KDa. Ja para as particulas preparadas com menor concentracao de
surfactante (0,072g), o aumento do didmetro hidrodinamico, quando a massa molar do

polimero aumentou de 22 KDa para 121 KDa, foi de apenas 5 nm.
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5.2.4 Morfologia e topografia das nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado

A Figura 12 mostra as micrografias e os histogramas de distribui¢do do diametro
das nanoparticulas de PHBHV e PHBHV-diol obtidas por microscopia de forca atomica
(AFM). Foi possivel observar que as nanoparticulas de PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) e
de PHBHV-diol (M, = 22KDa, D= 1,47) apresentaram formato esférico.

Para as micrografias, foram colocadas as imagens em duplicatas e todos os
diametros obtidos para cada massa molar, como foram realizados os experimentos, mas
selecionou-se imagens representativas para avaliar o formato das nanoparticulas e a relagao
dos didmetros obtidos pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) e microscopia

de forga atomica (AFM).

Figura 12 - Micrografias de microscopia de for¢a atdmica (AFM) e distribui¢do de diametros das
nanoparticulas de PHBHV (Mn = 121KDa, D= 1,90) e PHBHV-diol (M» = 22KDa, D= 1,47)

Frequéncia (%)
w
=]

mmmmmmm

Didmetro (nm)

2

2

3

3

3

3
420
0-450
450-480
480-510
510-540
540-570
570-600
600-630

Didmetro (nm)

(a) Nanoparticulas de PHBHV (M = 121KDa, = 1,90) com didmetro hidrodindmico de
87,15nm; (b) Nanoparticulas de PHBHV-diol (Mn = 22KDa, D= 1,47) com didmetro
hidrodindmico de 122,10nm

Fonte: Arquivo Pessoal
Os valores encontrados para comparagao entre o didmetro hidrodindmico obtido

por DSL (Du) e o diametro de particulas (Dp) obtidos por AFM encontram-se apresentados
na Tabela 10.
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Tabela 9 - Comparacao do didmetro de particulas obtido por microscopia de forga atdmica (AFM)
(Dp) e diametro hidrodindmico obtido por espalhamento de luz dindmico (DLS) (Dn) para as
particulas de PHBHV (M, = 121KDa, P=1,90) e PHBHV-diol (M: =22KDa, D= 1,47)

Massa molar

Exp. Dh(nm Dp (nm
p (KDa) n (nm) p (nm)

121P1 121 87,15 82,69

22P2 22 122,10 122,76

Fonte: Arquivo Pessoal

Para as particulas de PHBHV, o diametro de particulas obtido foi de 82,69 nm e o
diametro hidrodindmico de 87,15 nm. Ja para as particulas preparadas com o PHBHV-diol,
o diametro médio de particula encontrado foi de 122,76 nm e o didmetro hidrodindmico de
122,10 nm. Com isso, os diametros médios de particula obtidos por microscopia de forga
atomica confirmam os resultados de didmetro hidrodindmico obtido por espalhamento de luz

dindmico.

5.3 Modificacdao quimica da superficie das nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) dihidroxilado

(PHBHV-diol)

As nanoparticulas de PHBHV e PHBHV-diol foram modificadas quimicamente de
acordo com a rota quimica elucidada nos Esquemas 2 e 3.

A modificagdo quimica ocorre através dos grupos hidroxilas presentes na superficie
das nanoparticulas a base de PHBHV. O acoplamento dos silanos se d4 via ligagdes
covalentes com as hidroxilas, funcionalizando a superficie das nanoparticulas com grupos
amino.

O polimero de menor massa molar (PHBHV-diol) possui duas hidroxilas terminais,
enquanto o polimero de maior massa molar (PHBHYV) possui uma hidroxila terminal e uma
carboxila. Devido a isso, era esperado que as nanoparticulas de PHBHV-diol possuissem
mais grupos hidroxilas disponiveis na superficie da particula para se ligar covalentemente
ao silano, levando a uma maior concentragao de grupos aminos na superficie.

Com isso, foram sintetizadas novas dispersdes de nanoparticulas utilizando
PHBHYV e PHBHV-diol para serem utilizadas nas reagdes de modificagdo quimica com os

aminosilanos. O didmetro hidrodindmico, indice de polidispersidade e potencial zeta das
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nanoparticulas que foram submetidas a modificagdo quimica por APTMS e APTES se
encontram na Tabela 11.

O potencial zeta se refere a medida do potencial eletrostatico na dupla camada
elétrica que envolve uma nanoparticula em solucao, sendo esse valor influenciado pela
composi¢do da particula e pelo meio no qual ela esta dispersa. As nanoparticulas com
potencial zeta entre +10 e -10 s3o consideradas aproximadamente neutras, enquanto que as
nanoparticulas com potencial zeta acima de +30 ou acima de -30 sdo fortemente cationicas
ou anidnicas, sendo estaveis em solugdo, pois a carga de superficie impede a agregagao das
particulas (CLOGSTON, PATRI; 2011; MOHANRAJ, CHEN; 2006). Particulas cationicas,
normalmente, exibem maior toxicidade associada a ruptura da parede celular (CLOGSTON,
PATRI; 2011), portanto, particulas anidnicas seriam mais interessantes para aplicagdo em
Engenharia de Tecidos.

Tabela 10 - Didmetro hidrodinamico e indice de polidispersidade das particulas de PHBHV (M =

121KDa, P=1,90) e PHBHV-diol (M» =22KDa, P= 1,47) antes da reagdo de funcionalizagdo com
APTMS e APTES

Massa molar

Amostras* (KDa) Dh (nm) PDI** Potencial zeta
121T1 121 84,58 0,147 -54,6
121T2 121 131,60 0,145 -63.9
22Tl1 22 51,53 0,155 -62,2
22T2 22 106,90 0,140 -35,9

*As amostras foram nomeadas primeiramente pela massa molar do polimero usado na
sintese das nanoparticulas (121 ou 22KDa), depois o “T1” se refere as particulas de menor tamanho
sintetizadas utilizando o PHBHV de massa molar 121 ou 22KDa e o “T2” se refere as particulas de
maior tamanho. **indice de Polidispersidade. Fonte: Arquivo Pessoal

As nanoparticulas de PHBHV-diol e PHBHV modificadas quimicamente foram
caracterizadas utilizando-se as técnicas de Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H),
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Espalhamento de Luz Dinamico e
Eletroforético (DLS) e (ELS) e Microscopia de For¢a Atomica (AFM). ApoOs as
caracterizacOes para se analisar a ocorréncia da funcionalizacao, avaliou-se a estabilidade
coloidal das particulas de PHBHV (M, = 121KDa, = 1,90) modificadas por APTMS e
APTES.
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5.3.1 Caracterizacdio das nanoparticulas de  poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) modificadas por aminosilanos

5.3.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As nanoparticulas de PHBHV modificadas foram caracterizadas por
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier. Os espectros de FTIR para
as nanoparticulas obtidas com o PHBHV de maior massa molar modificadas com 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) sdo
apresentados na Figura 13 e os espectros das nanoparticulas obtidas com o PHBHV de menor
massa molar (PHBHV-diol) modificadas com 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) e 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES) sdo apresentados na Figura 14.

Figura 13 - Espectros das nanoparticulas de PHBHV nao modificadas e das nanoparticulas de
PHBHYV modificadas por APTES e APTMS

Transmitancia (%)
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(a) Nanoparticulas de PHBHV (M» = 121KDa, = 1,90); (b) Nanoparticulas de PHBHV com
Diw=131,60 e modificadas por APTES; (c) Nanoparticulas de PHBHV com Dr=131,60 e modificadas
por APTMS; (d) Nanoparticulas de PHBHV com Dyw=84,58 e modificadas por APTES; (e)
Nanoparticulas de PHBHV com Dv=84,58 e modificadas por APTMS.

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 14 — Espectros das nanoparticulas de PHBHV-diol ndo modificadas e das nanoparticulas de
PHBHV-diol modificadas por APTES e APTMS
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(a) Nanoparticulas de PHBHV (Mn = 22KDa, D= 1,47); (b) Nanoparticulas de PHBHV com
Di=106,90 e modificadas por APTES; (c) Nanoparticulas de PHBHV com Dr=106,90 e modificadas
por APTMS; (d) Nanoparticulas de PHBHV com Dvn=51,53 e modificadas por APTES; (e)
Nanoparticulas de PHBHV com Dv=51,53 e modificadas por APTMS.

Fonte: Arquivo Pessoal

Como foi possivel perceber pelos espectros de FTIR tanto da Figura 13 quanto da
Figura 14, todas as amostras de nanoparticulas de PHBHV modificadas apresentaram as
bandas caracteristicas do PHBHV e banda de absor¢do em 1630 cm!-1642 cm™! (indicado
pelas setas presentes nas Figuras 13 e 14), diferindo na sua intensidade.

A modificagdo quimica da superficie das particulas levaria a formacao de grupos
amino e a formagao da ligagdo R-O-Si. Em um espectro tipico de FTIR, as aminas primarias
alifaticas absorvem em 3400 c¢m'-3330 cm™ e 3330 cm'-3250 cm’l. J4 a banda
correspondente & deformacao angular simétrica de N-H de amina primaria ¢ observada na
regido de 1650 cm™'-1580 cm™'. As bandas de absor¢do C-N nas aminas aparecem na regiao
1250 cm™'-1020 ¢cm™. J4 em relagdo as bandas de absorg¢do referentes a ligagdo Si-O-R, as
deformagdes axiais Si-O-R (alifatico) aparecem em 1100 cm'-1000 ¢cm™'. A deformagdo
angular simétrica fora do plano Si-CH; aparece em 1459 cm™! (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2006).

Para identificagdo da modificagdo quimica da superficie das particulas, analisou-se
todos os espectros das particulas que tiveram sua superficie modificadas e comparou-se com
o espectro das nanoparticulas de PHBHV nao modificadas, para se definir quais bandas

permitiriam a identificagdo da modificagdo quimica e quais bandas estariam sobrepostas.
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Frequéncias de deformagio axial de OH ocorrem em 3550 ¢cm'-3200 cm! e as
frequéncias de deformagio axial de NH em 3400 cm™'-3330 cm™'. A sobreposi¢do das bandas
atribuidas a esses grupos quimicos em 3200 cm™'-3550 cm™! torna a diferenciagdio NH-OH
equivoca (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). Com isso, ndo foi possivel utilizar
essa frequéncia de deformagao axial do NH para avaliar a ocorréncia da modificagdo quimica
na superficie das nanoparticulas.

As deformagdes axiais Si-O-R (1100 cm™-1000 cm™) do silano se sobrepdem as
deformagdes axiais das ligagdes C-O e C-C do PHBHV (1050 cm™'e 979 cm'!). J4 as bandas
de absor¢do C-N das aminas (1250 cm™'-1020 cm™) se sobrepdem as bandas caracteristicas
dos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo C-O-C do PHBHV (1132cm!). Devido
a essas sobreposi¢Oes, para se avaliar a modificagdo da superficie das nanoparticulas de
PHBHYV pelos aminosilanos APTMS e APTES, foi necessario confirmar a presenca da
deformacdo angular simétrica de N-H, que pode ser observada na regido 1650 cm™ — 1580
cml

Ao observar o espectro obtido para as particulas de PHBHV-diol (M, =22KDa, D=
1,47) de menor didmetro hidrodindmico modificadas por APTMS e APTES, representados
na Figura 14d e 14e, foi possivel perceber uma significativa alteragdo no espectro nas regides
de 1600 cm™! a 500 cm™!. As bandas dessa regido foram modificadas em comparagdo ao
espectro das nanoparticulas de PHBHV-diol sem modificagdo. Essa regido foi alterada
devido a presenga de bandas de absor¢io C-N (1250 cm™-1020 cm™) e Si-O-R (1100 cm™!-
1000 cm™) do APTMS e APTES. Também foi observado a presenca da banda na regido de
1630 cm™-1642 cm’!.

As dispersdes de particulas de menor didmetro (Dp=51,53; PDI=0,155) e
sintetizadas com o PHBHV-diol, que possui menor massa molar, devem possuir maior
quantidade de silano, pois quanto menor o tamanho das particulas, maior a area superficial
total do material. Aumentando a area superficial, aumenta-se a quantidade de grupos OH
presentes no meio. Com uma maior quantidade de grupos OH disponiveis, uma maior
quantidade de silano iria reagir e se ligar covalentemente a superficie do material,
aumentando-se, assim, a relacao silano/PHBHV.

Com isso, foi possivel concluir que com o aumento da quantidade de silano nas
dispersdes de particulas, devido ao menor didmetro hidrodindmico, aumentou-se a
intensidade de absor¢do dessa banda (1630 cm™'- 1642 cm™') e alterou-se o espectro na regido

1600 cm™ a 500 cm’!.
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Com relagdo a influéncia da massa molar e da quantidade de hidroxilas terminais
na reacdo de silanizagdo, percebeu-se que a banda de absor¢do em 1630 cm'-1642 cm™! para
as particulas de PHBHV de maior massa molar foi menor que para as particulas de PHBHV-
diol. Isso provavelmente ocorreu devido a quantidade de grupos OH disponiveis na
superficie, que ¢ maior para o PHBHV-diol, pois possui menor massa molar e suas duas
extremidades funcionalizadas com hidroxilas.

A partir desses dados, pode-se concluir que as particulas de PHBHV foram
modificadas pelos aminosilanos 3-aminopropiltrimetoxisilano e 3-
aminopropiltrietoxisilano, para todos os diametros, apresentando o grupo NH; livre,

ocorrendo a reagdo de modificacdo por silanizagao.

5.3.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Andlises de RMN 'H foram realizadas com o objetivo de se confirmar a
modificagdo quimica da superficie das nanoparticulas de PHBHV pelos aminosilanos. A
figura 15 apresenta o espectro de RMN 'H do PHBHV-diol, do APTMS e das nanoparticulas
de PHBHV-diol de menor didmetro modificadas por APTMS (amostra 22T1-APTMS) e a
Figura 16 apresenta o espectro do PHBHV-diol, do APTES e das nanoparticulas de PHBHV-
diol de menor didmetro modificadas por APTES (amostra 22T1-APTES).

Selecionou-se as amostras 22T1-APTMS e 22T1-APTES para avaliacao da
estrutura quimica por RMN 'H, pois as nanoparticulas preparadas com o PHBHV (M, =
121KDa, P= 1,90) modificadas apresentam alta massa molar, o que dificultaria a
visualizagdo da modificagdo quimica da superficie das nanoparticulas. J& as amostras
selecionadas para as analises sdo formadas por nanoparticulas de menor massa molar,
preparadas com o PHBHV-diol e menor diametro hidrodinamico, facilitando a identificacao
dos picos caracteristicos do APTMS e do APTES no espectro de RMN 'H das nanoparticulas

modificadas.
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Figura 15 - Espectro de RMN 'H do aminosilano APTMS, das nanoparticulas de PHBHV-diol
modificadas por APTMS e do PHBHV-diol (Mn=22KDa, = 1,47)
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(a) Nanoparticulas de PHBHV-diol (M. = 22KDa, P= 1,47) modificada por APTMS; (b)
APTMS; (c) PHBHV-diol (Mn = 22KDa, B=1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal

Observando a Figura 15c¢ foi possivel observar os deslocamentos caracteristicos do
PHBHYV dihidroxilado.

A Figura 15b apresenta os deslocamentos referentes ao silano APTMS em: em 3,56
ppm referente aos grupos CH3 do silano (-O-CH3, a); em 3,46 ppm referente ao NH» (CHa»-
CH>-NH>, d) em 2,63-2,71 ppm referente ao CH proximo ao grupo amino (-CH>-CH»-NHo,
b); em 1,48-1,60 ppm referente ao CH» (-CH»-CH>-NHo, ¢) e, por fim, em 0,6-0,69 ppm
referente ao CH, proximo ao Si (Si-CH»-CH>-CH»-NHo, e).

O sinal mais intenso no espectro de RMN 'H do APTMS (Figura 15b) se refere aos
grupos CHj3 do silano (em 3,56 ppm) e foi o sinal utilizado para avaliar a modificacao
quimica das nanoparticulas, pois, além dos outros sinais terem baixa intensidade, também se
sobrepunham a sinais de alta intensidade do PHBHV-diol, que foi utilizado na preparagio

das particulas.
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Ao observar o espectro das nanoparticulas modificadas por APTMS (Figura 15a)
foi possivel perceber um sinal em 3,69ppm e um em 3,65 ppm que ndo apareceu no espectro
do PHBHYV dihidroxilado. Esse sinal em 3,69ppm se refere aos grupos CHj3 do silano, como
pode ser percebido através da comparacdo do espectro do APTMS (Figura 15b) com o
espectro das nanoparticulas modificadas por APTMS (Figura 15a). O aparecimento desse

pico confirmou a modificacdo quimica da superficie das nanoparticulas de PHBHYV pelo

APTMS.

Figura 16 - Espectro de RMN "H do aminosilano APTES, das nanoparticulas de PHBHV-diol
modificadas por APTES e do PHBHV-diol (Mw =22KDa, P=1,47)

(a)

1 il
HOWOWO\G\I(O%O/7\O/EN d 4
3
o) Q Q
4 4 5

0
( a
W
7
(b) : 20 st
J}"uw 4‘.2 4“EI 3“5 a 3“6 3?4 MUM
e

€ HN

b

c . /

f
/\0/7\O/a\ q M e
(©) ro

o 1 o 1 0 o_ 6
W\I/Yj/z\ﬁwOH y
0 0 3 ]
4 4 5 6

‘ 4“3 ‘ 4“1 ‘ 3“9 ‘ 3‘7 ‘ 5
M M s
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 -~ 3.5 3.0 2.5 2.0 15 10 0.5 0.0
(a) Nanoparticulas de PHBHV-diol (M. = 22KDa, P= 1,47) modificada por APTES; (b)
APTES; (c) PHBHV-diol (M =22KDa, D=1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal
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A Figura 16b apresenta os deslocamentos referentes ao silano APTES em: 1,22 ppm
referente aos grupos CH3 do silano (-CHz-CHs, d); em 3,8 ppm ppm referente ao CHz (-O-
CH,-CH3, a); em 1,43-1,58 ppm referente ao CH, (-CH2-CH2-NHo, c); em 3,7 ppm referente
ao NH» (-CH2-NHo, e); 2,61-2,70 ppm referente ao CH, proximo ao grupo amino (-CHaz-
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CH»-NHa», b), e, por fim, em 0,57-0,67 ppm sinal referente ao CH» proximo ao Si (Si-CHo»-
CH»-CH>-NH, 1).

Ao observar o espectro da Figura 16a referente as nanoparticulas de PHBHV-diol
modificadas por APTES, pode-se observar que a maioria dos sinais do PHBHV-diol se
sobrepoe aos sinais do APTES. Foi possivel observar o aparecimento dos picos em 3,75 ppm
e em 3,64 ppm no espectro das nanoparticulas modificadas (Figura 16a), ao se comparar
com o espectro do PHBHV-diol, sendo esse sinal referente aos grupos CH> (-O-CH»-CH3,
a) e NH» do silano (NH>, e). Com isso, através do aparecimento desses picos, foi possivel

confirmar a modificagdo quimica da superficie das nanoparticulas de PHBHYV pelo APTES.

5.3.1.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As nanoparticulas de PHBHV modificadas por APTMS e APTES e as
nanoparticulas de PHBHV-diol modificadas por APTMS e APTES foram submetidas a
caracterizacdo via a técnica de Calorimetria Exploratoria Diferencial com o objetivo de se
verificar o comportamento térmico do material devido a modificacdo quimica da superficie
das nanoparticulas com os aminosilanos.

Os termogramas mostrados na Figura 17 se referem as nanoparticulas preparadas
com o PHBHV de maior massa molar, modificadas pelos aminosilanos APTMS e APTES,
as nanoparticulas obtidas com o PHBHV-diol, de menor massa molar, modificadas pelos
mesmos silanos. Também sdo apresentados nesta figura os termogramas das nanoparticulas
de PHBHV e PHBHV-diol. Os valores das temperaturas de transi¢do vitrea, temperaturas de
fusdo e temperaturas de cristalizacdo, entalpia de fusdo e grau de cristalinidade, obtidos

nessas analises, sao apresentados na Tabela 12.
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Figura 17 - Termogramas de DSC das nanoparticulas de PHBHYV, das nanoparticulas de PHBHV-
diol e nanoparticulas de PHBHV e PHBHV-diol modificadas por APTMS e APTES
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121T1-APTMS e 121T1-APTES: NPs de PHBHV (Dn 84,58nm) modificadas com APTMS e APTES,
respectivamente; 121T2-APTMS e 121T2-APTES: NPs de PHBHV (Dn 131,6nm) modificadas com
APTMS e APTES, respectivamente; 22T1-APTMS e 22T1-APTES: NPs de PHBHV-diol (Dn 51,53nm)
modificadas com APTMS e APTES, respectivamente; 22T2-APTMS e 22T2-APTES: NPs de PHBHV-
diol (Dn 106,9nm) modificadas com APTMS e APTES, respectivamente. Fonte: Arquivo Pessoal
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Tabela 11 - Valores das temperaturas de transi¢do, entalpia de fusdo e grau de cristalinidade das
nanoparticulas de PHBHYV, das nanoparticulas de PHBHV-diol e nanoparticulas de PHBHV ¢

PHBHV-diol modificadas obtidos por DSC

Cristalinidade
Amostras Tz (°C) Tmi (°C) Tm(°C) Tee (°C) AHmi AHm2 %)
0
pHBHY* 096 14371 16313 6292 1,14 30,76 28,2
2ITI- 130 13955 160,34 5491 2,70 35,72 32.8
APTES
2ITI- 250 121,69 150,10 46,66 2,99 40,66 373
APTMS
12IT2- 585 13344 157,56 53,00 1,34 32,04 294
APTES
12IT2- 550 12816 153,60 5185 423 40,76 374
APTMS
PHBHV- 149 130,06 1539 6295 441 36,25 333
diol**
22T1- 500 122,63 15191 53,07 0,69 5,75 5,3
APTES
22T1- 7,64 12609 15124 66,00 1,06 4,06 3,7
APTMS
22T2- 1362 89,77 13237 46,76 1,69 13,12 12,0
APTES
22T2- 1620 95,11 11533 54,75 2,28 5,04 4,6
APTMS

*NPs de PHBHV (M, = 121KDa) **NPs de PHBHV-diol (M» = 22KDa); 121T1-APTMS ¢ 121T1-
APTES: NPs de PHBHV (Dn = 84,58nm) modificadas com APTMS e APTES, respectivamente;
121T2-APTMS e 121T2-APTES: NPs de PHBHV (Dn = 131,6nm) modificadas com APTMS e
APTES, respectivamente; 22T1-APTMS e 22T1-APTES: NPs de PHBHV-diol (Dn = 51,53nm)
modificadas com APTMS e APTES, respectivamente; 22T2-APTMS e 22T2-APTES: NPs de

PHBHV-diol (Dn= 106,9nm) modificadas com APTMS e APTES, respectivamente.

Fonte: Arquivo Pessoal
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Foi possivel notar que todas as nanoparticulas modificadas apresentaram eventos
endotérmicos com transicao de segunda ordem, referente a transigdo vitrea do material (Ty).

Os valores de T das nanoparticulas modificadas foram menores que os valores para
o PHBHYV sem modificacdo. Essa tendéncia foi observada tanto para o PHBHV, quanto para
o PHBHV-diol.

Para as nanoparticulas preparadas com o PHBHV de maior massa molar e
modificadas, as diferencas nos valores de T, quando comparadas com as nanoparticulas
obtidas com este mesmo polimero, porém sem modificacdo, foram de 2,28°C, 3,46°C,
3,81°C e 3,46°C referentes as amostras 121T1-APTES, 121T1-APTMS, 121T2-APTES e
121T2-APTMS, respectivamente. Para as nanoparticulas de PHBHV-diol modificadas, as
diferengas nos valores de Ty quando comparadas com as nanoparticulas obtidas com este
mesmo polimero, porém sem a modifica¢do quimica da superficie, foram de 3,51°C, 6,15°C,
12,13°C e 14,71°C referentes as amostras 22T1-APTES, 22T1-APTMS, 22T2-APTES e
22T2-APTMS, respectivamente.

Com isso, foi possivel perceber que os valores de Ty para as nanoparticulas de
PHBHV-diol modificadas diminuiram de maneira mais significativa quando comparado
com a diminuicdo dos valores de T para as nanoparticulas de PHBHV de maior massa molar
modificadas. Isso pode ter acontecido devido a quantidade de silano na superficie do
material, que por ser maior nas nanoparticulas de PHBHV-diol modificadas - devido a menor
massa molar e maior concentra¢ao de hidroxilas terminais - possui maior efeito plastificante,
causando uma reducdo nos valores de T, Essa diminui¢do no valor da T, poderia ser
explicada pela diminuicdo das forgas intermoleculares entre as cadeias poliméricas,
aumentando a flexibilidade e mobilidade das cadeias (REQUENA et al., 2016).

Era esperado que os valores de Ty para as nanoparticulas das amostras 22T1-
APTES e 22T1-APTMS fossem menores que os valores das particulas das amostras 22T2-
APTES e 22T2-APTMS, pois as duas primeiras apresentam nanoparticulas com menores
didmetros hidrodindmicos, o que levaria ao aumento da concentragdo de silano nas
dispersoes de nanoparticulas, reduzindo ainda mais a Tg. Essa tendéncia poderia ndo ter sido
seguida, pois o calculo dos valores de T, para os materiais das amostras 22T1-APTES e
22T1-APTMS foi dificultado devido ao pico de fusdo que apareceu juntamente com a Tg
(Figura 17). Esse efeito se chama relaxagdo entalpica e ocorre devido a um processo de
envelhecimento do material (LIZUNDIA et al., 2016; CASSIMIRO, 2010). Com o

reaquecimento da amostra, apds esse envelhecimento, as moléculas ganham mais
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mobilidade e relaxam-se, resultando no pico endotérmico (CASSIMIRO, 2010). O aumento
do picoreferente a relaxagao entalpica tem relagdo com o tempo, onde, quanto maior o tempo
de envelhecimento, maior o pico referente a relaxacdo entalpica (LIZUNDIA et al., 2016).

Uma explicagdo para o aparecimento da entalpia de relaxacao se refere a quantidade
de silano na superficie do material, que ¢ maior para as amostras 22T1-APTES e 22T1-
APTMS devido ao menor didmetro hidrodindmico das nanoparticulas, alterando as
propriedades do material e provocando o aparecimento do pico de fusdo referente a relaxagao
entdlpica. Além disso, segundo Lizundia et al. (2016) o aumento do envelhecimento do
material resulta em uma sobrecarga endotérmica (pico de relaxacao entalpica) e aumento da
Te 0 que explicaria a maior Ty encontrada para as nanoparticulas das amostras 22T1-
APTMS e 22T1-APTES quando comparadas com as amostras 22T2-APTES e 22T2-
APTMS.

Também foi possivel observar picos referentes a eventos de primeira ordem em
todas as nanoparticulas modificadas, sendo um exotérmico, referente a cristalizagdao e dois
endotérmicos, referente a fusdo do material.

A insercdo dos silanos na superficie das nanoparticulas de PHBHV levou a uma
alteracdo nos valores das temperaturas de fusdo cristalina. Os dois picos de fusdo que
apareceram em todas as amostras se referem ao processo de fusdo-recristalizagdo-refusao
(LIU et al., 2009). Conforme Liu et al. (2009) geralmente o ponto de fusdo com maior
temperatura (Tm2) € utilizado como o ponto de fusdo do copolimero PHBHYV e este ponto foi
utilizado para se comparar o efeito da modificacdo quimica na temperatura de fusdo das
nanoparticulas de PHBHV.

Foi possivel perceber uma diminui¢do da Ty para as nanoparticulas de PHBHV
de maior massa molar e modificadas, quando comparadas com a Ty das nanoparticulas
desse mesmo polimero sem modificacao e uma diminui¢do da Tm das nanoparticulas de
PHBHV-diol modificadas quando comparadas com as nanoparticulas de PHBHV-diol.

Comparando os valores de Ty, das nanoparticulas de PHBHV de maior massa
molar e modificadas com o valor de T, para as nanoparticulas de PHBHV sem modificagao,
tem-se redugdo de 2,79°C, 13,03°C, 5,57°C e 9,53°C para as amostras 121T1-APTES,
121T1I-APTMS, 121T2-APTES e 121T2-APTMS, respectivamente. Comparando-se o0s
valores de T das nanoparticulas de PHBHV-diol modificadas com as nanoparticulas de
PHBHV-diol sem modificacdo, foi possivel observar uma reducdo de 1,99°C, 2,66°C,
21,53°C e 38,57°C referente as amostras 22T1-APTES, 22T1-APTMS, 22T2-APTES e
22T2-APTMS, respectivamente.
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Pode-se sugerir que a redugao nos valores de T foi consequéncia da reducao na
espessura das lamelas cristalinas do PHBHV e do PHBHV-diol apds modificagdo quimica
da superficie das nanoparticulas com os aminosilanos.

Analisando o grau de cristalinidade do material, foi possivel perceber que apds a
modificagdo quimica da superficie das nanoparticulas de PHBHV de maior massa molar
quando comparadas com as nanoparticulas de PHBHV sem modificagdo, o grau de
cristalinidade praticamente ndo sofreu alteracdo, sendo observados aumentos da
cristalinidade de apenas 4,6%, 9,0%, 1,2% e 9,2% para as amostras 121T1-APTES, 121T]1-
APTMS, 121T2-APTES e 121T2-APTMS, respectivamente. Esse resultado poderia ser
explicado pela maior massa molar do polimero (PHBHV) e ainda pelo fato de que a
modifica¢do quimica pelos silanos ocorre apenas na superficie das nanoparticulas.

Ja para as nanoparticulas de PHBHV-diol modificadas foi possivel observar uma
redugdo significativa na cristalinidade quando comparadas com as nanoparticulas de
PHBHV-diol, sem modificacdo, sendo de 28,0%, 29,5%, 21,2% e 28,6% para as amostras
22T1-APTES, 22T1-APTMS, 22T2-APTES e 22T2-APTMS, respectivamente. Conforme
Requena etal. (2016) plastificantes impedem a cristalizacdo do PHBHV devido a diminui¢ao
das interagdes entre as cadeias poliméricas. Com isso, essa reducao no valor da
cristalinidade, juntamente com a redugao nos valores de T, mostraram o efeito plastificante

da inser¢do dos aminosilanos na superficie das nanoparticulas de PHBHV.

5.3.1.4 Espalhamento de Luz dindmico e eletroforético

Os resultados de diametro hidrodinamico, indice de polidispersidade e potencial
zeta obtidos pelas técnicas de espalhamento de luz dinamico e eletroforético das
nanoparticulas de PHBHV modificadas por APTMS e APTES, das nanoparticulas de
PHBHV-diol modificadas por APTMS e APTES e das nanoparticulas de PHBHV e

PHBHV-diol sem modifica¢do foram apresentados na Tabela 13.
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Tabela 12 - Diametro hidrodinadmico, indice de polidispersidade e potencial zeta das nanoparticulas
de PHBHYV modificadas por APTMS e APTES, das nanoparticulas de PHBHV-diol modificadas por
APTMS e APTES e das nanoparticulas de PHBHV e PHBHV-diol sem modificagido

Antes da modificagdo ~ Modificada por APTMS Modificada por APTES
Amostras
DP PDI  Zeta DP PDI  Zeta DP PDI  Zeta

121T1* 84,58 0,147 -54,60 9549 0,099 -62,0 113,0 0,099 -52,7

12112*  131,6 0,145 -63,9 139,10 0,111 -2850 153,50 0,174 -38,7

22T1** 51,53 0,155 -54,5 63,20 0,173 -39,5 68,85 0,157 -45,6

22T2**  106,9 0,140 -59,8 112,0 0,146 -42,6 1255 0,432 -479

*PHBHV (M» = 121KDa, D= 1,90); ** PHBHV-diol(M» = 22KDa, D= 1,47)
Fonte: Arquivo Pessoal

A partir dos dados da Tabela 13 foi possivel observar que, tanto as nanoparticulas
de PHBHV quanto as de PHBHV-diol, ap6s a modificagdo com APTMS e com APTES
tiveram aumento do didmetro hidrodindmico. O aumento do didmetro hidrodinamico apos a
funcionalizagdo pode ter ocorrido devido a perda de estabilidade coloidal, com a
heterocoagulacdo de algumas particulas, e deslocamento do Dy, para maiores valores.

Com relagdo ao potencial zeta, foi possivel observar que para a maioria das
nanoparticulas, apos a modificag¢do, ocorreu diminuicdo do potencial zeta. Apenas para as
nanoparticulas de PHBHV de menor tamanho, modificada por APTMS (amostra 121T1-
APTMS) que essa tendéncia ndo foi seguida. A diminui¢do do valor apresentada pela
maioria das nanoparticulas modificadas pode ser explicada devido aos grupos funcionais
carregados positivamente dos aminosilanos, quando protonados (WITECKA et al., 2012), e
a carga negativa da superficie das nanoparticulas devido ao surfactante anionico, reduzindo
o valor final do potencial zeta. Mesmo com a redu¢@o do valor do potencial zeta obtido para
as nanoparticulas, este ainda ficou acima ou préximo de -30mV, que ¢ fortemente anionico,
prevenindo a agregacao das nanoparticulas.

Com relagdo ao indice de polidispersidade, ndo foi observada variagao significativa

apos a modificagdo quimica das nanoparticulas com APTMS e APTES.
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5.3.1.5 Microscopia de For¢a Atomica

A Figura 18 apresenta as micrografias e a distribuicdo de diametros das
nanoparticulas de PHBHV modificadas por APTMS e APTES obtidas por microscopia de
for¢a atdmica (AFM).

Figura 18 - Micrografias de microscopia de for¢a atomica (AFM) e distribuicao de diametros de
nanoparticulas de PHBHV modificadas por APTMS e APTES
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Foi possivel observar que as nanoparticulas de PHBHV modificadas apresentaram
formato esférico.

Os valores encontrados para comparagdo entre o didmetro hidrodinamico obtido
por DLS (Dy) e o didmetro de particula (Dp) obtidos por AFM encontram-se apresentados
na Tabela 14.

Tabela 13 - Comparagdo do diametro de particula obtido por microscopia de forg¢a atomica (AFM)
(Dp) e diametro hidrodinamico obtido por espalhamento de luz dinamico (DSL) (D) das particulas
de PHBHV (Mi = 121KDa, D= 1,90) modificadas pelos aminosilanos APTMS e APTES

Exp. Dn (nm) Dp (nm)
121T1-APTMS 95,49 82,38
121T1-APTES 113,00 101,52
121T2-APTMS 131,60 127,12
121T2-APTES 153,50 151,51

Fonte: Arquivo Pessoal

Para as nanoparticulas de PHBHV (M, = 121KDa, b= 1,90) modificadas, tanto por
APTMS quanto por APTES, o Dp encontrado foi menor que o Dy. O didmetro obtido pela
técnica de espalhamento de luz dindmico, normalmente, € superior ao diametro obtido por
microscopia de forga atomica (AFM), devido a existéncia de uma camada de hidratacdo em
torno da particula, enquanto no AFM, a amostra ¢ analisada apds secagem, nao havendo,
portanto, a presenca de dgua no meio. Com isso, os valores de didmetro de particula (Dp)
encontrados confirmaram os resultados de didmetro hidrodinamico obtido por DSL.

Comparando as micrografias das nanoparticulas de PHBHV modificadas com
APTMS e APTES (Figura 18) e das nanoparticulas de PHBHV nao modificadas (Figura 12),
foi possivel perceber que a densidade de particulas ¢ maior para as particulas de PHBHV
modificadas com os aminosilanos. Isso pode ter acontecido, pois as analises de AFM sdo
realizadas sobre um suporte contendo laminas de mica. Conforme pesquisa realizada pelos
autores Herder, Vagberg e Stenius (1988) sobre adsor¢do de aminosilanos em mica, os
aminosilanos se ligam através de interagdo i0nica com a mica. J4 as particulas sem
modificagdo apresentam pouca adesdo a esse substrato, levando a menor densidade de

particulas.
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5.3.2 Avaliacio da estabilidade coloidal das particulas de poli(3-hidroxibutirato-co-

3-hidroxivalerato) modificadas pelos aminosilanos APTMS e APTES

O objetivo desse estudo foi checar a estabilidade coloidal das dispersdes de
nanoparticulas de PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) modificadas por APTMS e APTES.

Esse estudo foi realizado através da medi¢do do didmetro hidrodindmico das
particulas, do indice de polidispersidade e do potencial zeta das dispersoes ao longo do
tempo. Os resultados obtidos para o tempo inicial e apds 15, 30 e 60 dias encontram-se na

Tabela 15.
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Tabela 14 - Estudo da estabilidade coloidal das dispersdes de particulas de PHBHV (M = 121KDa,
D=1,90) modificadas por APTMS e APTES

Inicial 15 dias
Exp. Dn
PDI Zeta Dh (nm) PDI Zeta
(nm)
121T1-
95,49 0,099 -62,0 91,03 0,135 -46,60
APTMS
121T1-
113,0 0,099 -52,7 108 0,104 -59,80
APTES
121T2-
139,10 0,111 -28,50 143,10 0,108 -38,30
APTMS
121T2-
153,70 0,174 -38,7 155,0 0,155 -34,7
APTES
30 dias 60 dias
Exp. Dn
PDI Zeta Dh (nm) PDI Zeta
(nm)
121T1- 91,43 0,105 -51,80 88,93 0,087 -47,20
APTMS
121T1- 106,4 0,117 -26,8 105,40 0,099 -54,10
APTES
121T2-
143,60 0,111 -54,5 141,40 0,110 -46,70
APTMS
121T2-
152,5 0,154 -44,30 157,20 0,185 -49,20
APTES

121T1-APTMS e 121T1-APTES: NPs de PHBHV (Dn = 84,58nm) modificadas com APTMS e
APTES, respectivamente; 121T2-APTMS e 121T2-APTES: NPs de PHBHV (Dn = 131,6nm)
modificadas com APTMS e APTES, respectivamente;

Fonte: Arquivo Pessoal

Primeiramente, se analisou a variagdo dos diametros hidrodinamicos das particulas
de PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) modificadas ao longo do tempo, utilizando a Figura
19.
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Figura 19 - Varia¢ao do didmetro hidrodindmico das nanoparticulas de PHBHV (M» = 121KDa, D=
1,90) modificadas com APTMS e APTES em fung¢do do tempo
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Fonte: Arquivo Pessoal

Comparando os resultados de Dy iniciais e ao final dos 60 dias, teve-se uma
diminui¢do de 6,9% e 6,7% para os valores de Dy das nanoparticulas das amostras 121T1-
APTMS ¢ 121T1-APTES e um aumento de 1,7% e 2,3% nos diametros hidrodinamicos das
nanoparticulas das amostras 121T2-APTMS e 121T2-APTES. Analisando as variagdes no
diametro hidrodindmico das nanoparticulas de PHBHV (M, = 121KDa, b= 1,90)
modificadas ao longo do tempo, foi possivel observar pela Figura 19 que nenhuma das
dispersoes apresentaram variagao significativa do didmetro com o tempo.

A variagdo do indice de polidispersidade com o tempo esta representada na Figura

20.

Figura 20 - Variac¢do do indice de polidispersidade das dispersdes de nanoparticulas de PHBHV (Mn
= 121KDa, D= 1,90) modificadas por APTMS e APTES em fungao do tempo
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Pela Figura 20 pode-se observar variagdes do indice de polidispersidade com o
tempo, para todas as particulas, mas nenhuma tendéncia foi observada. Comparando-se os
valores iniciais e finais, tem-se uma varia¢ao do indice de polidispersidade de 12,1%, 0,0%,
0,9% e 6,3% para as amostras 121T1-APTMS, 121T1-APTES, 121T2-APTMS, 121T2-
APTES, respectivamente.

A variagdo do potencial zeta das nanoparticulas de PHBHV modificadas por

APTMS e APTES encontra-se na Figura 21.

Figura 21 - Variacdo do potencial zeta das nanoparticulas de PHBHV (M» = 121KDa, B= 1,90)
modificadas por APTMS e APTES em fungao do tempo
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Fonte: Arquivo Pessoal

Observando a Figura 21, € possivel concluir que o potencial zeta das nanoparticulas
de PHBHYV modificadas por APTMS e APTES apresentou varia¢ao ao longo do tempo, mas
nenhuma tendéncia pode ser observada. Também foi possivel perceber que a maioria dos
resultados de potencial zeta ficaram acima de -30Mv, o que ¢ indicativo da estabilidade
coloidal das dispersdes.

Além das analises de didmetro hidrodinamico, indice de polidispersidade e
potencial zeta das dispersoes, também foi avaliado se haveria formagao de precipitado nas
dispersdes, o que seria um indicativo da perda da estabilidade coloidal. Para todas as
dispersdes de nanoparticulas de PHBHV modificadas ndo foi observado a formagao de
precipitado.

Com isso, através do estudo de estabilidade coloidal, acompanhando a varia¢do do
didmetro hidrodinamico e indice de polidispersidade, foi possivel concluir que as dispersoes
de nanoparticulas de PHBHV (M, = 121KDa, D= 1,90) modificadas por APTMS e APTES

permaneceram estaveis dentro do periodo avaliado (60 dias).
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6 CONCLUSOES

A presente pesquisa teve como objetivo a sintese de nanoparticulas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBHV) modificadas com os aminosilanos 3-
aminopropiltrietoxisilano ~ (APTES) e  3-aminopropiltrimetoxisilano ~ (APTMS).
Primeiramente, para atingir o objetivo proposto no trabalho, realizou-se a redu¢ao da massa
molar do PHBHYV via transesterificagdo com etileno glicol. Através dessa reagao de redugao,
foi possivel obter o PHBHV com duas hidroxilas terminais (PHBHV-diol). Apos isso,
nanoparticulas de PHBHV com massa molar de 121KDa foram sintetizadas pelo método de
emulsdo-evaporagao do solvente, tendo como objetivo definir os parametros de processo que
permitiriam sintetizar dispersdes de nanoparticulas estaveis coloidalmente, com dois
didmetros de particula. Nesse estudo foi observado que a variacdo da quantidade de
surfactante teve influéncia mais significativa na variagdo do didmetro hidrodindmico das
particulas. E, o parametro que teve maior efeito no indice de polidispersidade foi a alteracao
da amplitude de sonica¢ao no ultrassom de sonda.

ApOs a otimizagdo do processo, foram preparadas dispersoes de nanoparticulas,
com dois diametros, utilizando o polimero de origem, de maior massa molar (PHBHV) e o
polimero obtido na reacao de redugao de massa molar (PHBHV-diol).

Em uma outra etapa da pesquisa, nanoparticulas preparadas com o PHBHV de
maior massa molar e com o PHBHV obtido na rea¢do de redugao de massa molar (PHBHV-
diol) tiveram sua superficie modificada pelos aminosilanos 3-aminopropiltrimetoxisilano
(APTMS) e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES).

A confirmag¢io da modificacdo quimica da superficie das particulas foi realizada
por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), em que foi
possivel encontrar bandas referentes ao grupo amino livre na superficie das nanoparticulas,
e por ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) através do aparecimento de
sinais referentes a grupos CHsz do APTMS e CH> do APTES. A alteragdo no espectro de
FTIR, devido a modifica¢do quimica, foi mais evidente para as particulas de menor diametro
hidrodinamico e sintetizadas com PHBHV de menor massa molar (PHBHV-diol)

As propriedades térmicas das nanoparticulas foram estudadas através da técnica de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), e percebeu-se que a introdugdo dos
aminosilanos na superficie das nanoparticulas levou a diminui¢do da temperatura de

transi¢do vitrea (Tg) devido a diminuigdo das forgas intermoleculares entre as cadeias
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poliméricas, aumentando a flexibilidade e mobilidade das cadeias. Também se observou
reducdo na temperatura de fusdo (Tm) e cristalinidade. Com os resultados obtidos, foi
possivel observar o efeito plastificante dos aminosilanos.

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por microscopia de forga atomica. Foi
observado um formato esférico para as nanoparticulas de PHBHV de maior massa molar,
modificadas ou nao, e para as nanoparticulas de PHBHV-diol, obtido pela reagdo de reducao
de massa molar, tanto para as modificadas quanto para as ndo modificadas.

A estabilidade coloidal das particulas modificadas por APTMS e APTES foi
estudada através da técnica de espalhamento de luz dindmico, onde foi possivel observar
variagdo do diametro hidrodinamico e do indice de polidispersidade ao longo do tempo.
Como a variagdo ndo foi significativa, dentro do periodo avaliado, foi possivel concluir que
as dispersoes de nanoparticulas modificadas mantiveram sua estabilidade coloidal.

Com isso, foi possivel confirmar a modificacdo quimica da superficie das
nanoparticulas de PHBHV com os aminosilanos APTMS e APTES, permitindo sua

utilizacdo em suportes para engenharia de tecidos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Realizar analise estatistica do efeito dos parametros de processo de sintese das
nanoparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) no diametro hidrodinamico e
indice de polidispersidade. Os parametros de processo variados foram, a concentra¢do do
surfactante, velocidade e tempo de homogeneizacdo no agitador Ultra-Turrax, tempo de
agitacdo com agitador magnético, € o tempo e amplitude de sonicagdo no ultrassom.

- Checar se a cristalinidade do polimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) foi alterada ap6s a modificagdo quimica da superficie com os aminosilanos,
via técnica de difracdo de raios X (DRX);

- Explorar melhor a analise de morfologia e o diametro médio das nanoparticulas
de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) modificadas pelos aminosilanos, via

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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