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RESUMO

CARIELLO, D. H. Sintese de membranas hibridas para aplicacdo como biomaterial. 2024. 61
f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Materiais) — Instituto Politécnico,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Nova Friburgo, 2024.

As membranas de acetato de celulose possuem uma ampla gama de aplicacdes, mas
enfrentam algumas limitacdes, o que tem levado a intensificacdo das pesquisas no
desenvolvimento de membranas hibridas. Este trabalho teve como objetivo sintetizar
membranas de acetato de celulose com a adi¢do de elementos como silicio, titanio e nitrogénio
em suas estruturas moleculares. Para isso, variaram-se as concentracoes de TEOS
(tetraetilortossilicato) e APTES (3-aminopropiltrietoxissilano), mantendo-se uma concentragao
fixa de TiPOT (isopropdxido de titdnio). O processo de sintese envolveu as metodologias de
sol-gel e inversdo de fases, com adi¢do de acido nitrico. As membranas resultantes foram
caracterizadas por diversas técnicas. A espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) e a refletncia total atenuada (ATR) foram empregadas para identificar os
grupos funcionais presentes. Andlises térmicas, incluindo termogravimetria (TGA) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), foram utilizadas para avaliar a estabilidade térmica
e as transicdes de fase das membranas. A morfologia das membranas foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplada a espectroscopia de energia dispersiva de
raios X (EDS) para determinar a distribuicdo dos elementos adicionados. Além disso, foram
realizados testes de viabilidade celular e biomiméticos para avaliar a bioatividade e
citotoxicidade das membranas. Todas as membranas sintetizadas apresentaram uma taxa de
atividade citotoxica acima de 70% da viabilidade celular, indicando baixa toxicidade e alta
biocompatibilidade. Os espectros de FTIR e as curvas de TGA foram similares para todas as
membranas, evidenciando estabilidade térmica e presenca dos grupos funcionais esperados. A
morfologia das membranas mostrou caracteristicas particulares para cada variacdo de
composi¢ao, influenciando diretamente suas propriedades mecénicas e permeabilidade. Apds
45 dias de teste biomimético, todos os espectros de FTIR revelaram picos caracteristicos de
fosfatos de célcio e carboapatita, indicando a formagdo de uma camada bioativa na superficie
das membranas. As membranas sintetizadas nesta dissertacdo apresentaram as caracteristicas
fisicas e quimicas esperadas, além de resultados bioldgicos satisfatérios, comprovando sua
bioatividade e auséncia de toxicidade.

Palavras-chave: biomateriais; sintese de membranas; acetato de celulose; membranas hibridas.



ABSTRACT

CARIELLO, D. H. Synthesis of hybrid membranes for application as a biomaterial. 2024. 61 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Materiais) — Instituto Politécnico,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Nova Friburgo, 2024.

Cellulose acetate membranes have a wide range of applications but face certain
limitations, which have led to intensified research in the development of hybrid membranes.
This work aims to synthesize cellulose acetate membranes with the addition of elements such
as silicon, titanium, and nitrogen into their molecular structures. For this purpose, the
concentrations of TEOS (tetraethyl orthosilicate) and APTES (3-aminopropyltriethoxysilane)
were varied, while a fixed concentration of TiPOT (titanium isopropoxide) was maintained.
The synthesis process involved sol-gel and phase inversion methodologies, with the addition of
nitric acid. The resulting membranes were characterized using various techniques. Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR) and attenuated total reflectance (ATR) were employed
to identify the functional groups present. Thermal analyses, including thermogravimetric
analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC), were used to assess the thermal
stability and phase transitions of the membranes. The morphology of the membranes was
analyzed by scanning electron microscopy (SEM) coupled with energy-dispersive X-ray
spectroscopy (EDS) to determine the distribution of the added elements. Additionally, cell
viability and biomimetic tests were conducted to evaluate the bioactivity and cytotoxicity of the
membranes. All synthesized membranes exhibited a cytotoxic activity rate above 70% of cell
viability, indicating low toxicity and high biocompatibility. The FTIR spectra and TGA curves
were similar for all membranes, indicating thermal stability and the presence of expected
functional groups. The morphology of the membranes showed particular characteristics for each
composition variation, directly influencing their mechanical properties and permeability. After
45 days of biomimetic testing, all FTIR spectra revealed characteristic peaks of calcium
phosphates and carbonapatite, indicating the formation of a bioactive layer on the membrane
surfaces. The membranes synthesized in this dissertation exhibited the expected physical and
chemical characteristics, as well as satisfactory biological results, confirming their bioactivity
and lack of toxicity.

Keywords: biomaterials; membrane synthesis; cellulose acetate; hybrid membranes.
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INTRODUCAO

O acetato de celulose é um biopolimero derivado da celulose, presente em diversas
fontes naturais. Muitos materiais utilizam o acetato de celulose como matriz, destacando-se as
membranas de acetato de celulose. Estas membranas foram inicialmente aplicadas na
dessalinizacdo, mas seu uso se expandiu para a separa¢do de proteinas, processamento de
alimentos, indudstria farmacéutica e outras aplicagdes tecnoldgicas (Meireles, 2007; Ribeiro,
2013).

A versatilidade dos métodos de fabricacdo das membranas de acetato de celulose,
associada a abundancia da celulose, seu baixo impacto ambiental e custo reduzido, fazem destas
membranas uma escolha preferencial nas industrias (Borges, 2018; Ferreira, 2022). No entanto,
elas apresentam limitacdes, como baixa resisténcia mecanica, quimica e térmica, além de
sensibilidade a agentes de limpeza e pouca resisténcia a incrustagdo (Habert et al., 2006;
Mendes et al., 2018).

Dessa forma, ha um esfor¢o continuo na pesquisa e desenvolvimento de membranas
hibridas de acetato de celulose, tanto pela incorporacdo fisica de particulas ou nanoparticulas,
quanto por meio de modificagdes quimicas com a introdugdo de diferentes elementos quimicos
nas moléculas do acetato de celulose (Peixoto et al., 2020; Andrade et al., 2021).

Mendes et al. (2018) investigaram a incorporacdo de silicio nas membranas de acetato
de celulose e suas propriedades de permeacdo. Os resultados mostraram que a adi¢cdo de silica
a membrana hibrida, modificando a molécula de acetato de celulose com silicio, melhorou
significativamente a permeabilidade hidrdulica. No trabalho de Faria et al. (2020), os resultados
indicaram que essas membranas hibridas apresentaram maior remocdo de solutos em
comparacdo com as membranas de acetato de celulose puras.

Peixoto et al. (2020) sintetizaram membranas assimétricas integrais monofasicas de
acetato de celulose/Si/Ti e acetato de celulose/Ti. Os resultados mostraram que a incorporag¢ao
desses compostos melhorou significativamente a permeabilidade hidrdulica, reduziu a rejeicao
de solutos e aumentou a resisténcia mecanica das membranas.

Andrade et al. (2021) focaram na obtencdo de membranas de acetato de celulose/Si/N,
visando melhorar a permeabilidade hidraulica, a funcionalidade quimica e as propriedades
mecanicas das membranas. Os resultados mostraram que a incorporacdo desses reagentes
melhorou significativamente a permeabilidade hidrdulica e aumentou a resisténcia mecéanica

das membranas.
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Ferreira et al. (2022) sintetizaram membranas de acetato de celulose/Si/N/Ti, com
caracterizacdo focada na cinética de degradacdo e no cdlculo das energias de ativacdo da
degradacdo. As membranas hibridas apresentaram as maiores energias de ativacdo de
degradacao, indicando maior estabilidade térmica.

Nesta dissertacdo, serd repetida a sintese de trés composicoes realizadas por Ferreira em
2022, com foco nas caracterizagdes por DSC, MEV, teste de viabilidade celular e teste

biomimético.

OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu em sintetizar e caracterizar membranas de

acetato de celulose hibridas, avaliando sua potencial aplicacdo como um biomaterial.

Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalham consistiram em:

o Sintetizar membranas de acetato de celulose hibridas utilizando a técnica sol-gel
e inversao de fases;

o Realizar a modificacdo quimica por meio da insercdo do isopropéxido de titanio
em concentracio constante e avaliar a utilizagao de diferentes concentracdes de ortossilicato de

tetraetila e 3-aminopropiltrietoxisilano;

. Realizar a avaliagdo das membranas em temperatura e fluido corpdreo
simplificado;
. Realizar ensaios para avaliar a viabilidade celular, indicando se as membranas

sintetizadas sdo toxicas para células animais;

o Caracterizar quimicamente as membranas por espectroscopia de infravermelho
comtransformada de Fourier (FTIR);

. Realizar a caracterizacdo térmica por andlise termogravimétrica (TGA e DTG);

. Realizar a caracterizacdo morfoldgica por microscopia eletronica de varredura

(MEV);
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréfica concentra-se em cinco dreas principais: o acetato de celulose, as
membranas, os materiais hibridos, o processo sol-gel e a aplicacdo desses materiais como

biomateriais.

1.1 Acetato de celulose

A celulose é um polimero natural presente na parede celular das plantas (Borges, 2018).
Sua extracdo e processamento para uso industrial remonta ao século XIX, quando a celulose foi
utilizada para producdo de papel. Com o tempo, outras aplicagdes foram desenvolvidas,
incluindo a produc¢do de fibras téxteis, filmes e pldsticos. Entre os derivados decelulose, o
acetato de celulose é um dos mais importantes e é frequentemente usado em aplicacdes nas
areas de sadde devido a sua transparéncia, resisténcia e biocompatibilidade (Borges, 2018;
Rigolletto et al., 2022).

O acetato de celulose pode ser extraido de diversas fontes de celulose, como madeira,
algodao e bagaco de cana-de-acucar. A fonte escolhida influencia as propriedades finais do
material, como viscosidade e solubilidade. No caso do bagaco de cana-de-agtcar, a extracao do
acetato de celulose pode ser realizada por meio de processos quimicos, como acetilagdo,
seguida de lavagem e secagem (Cerqueira et al., 2010).

O processo de acetilagdo envolve a adicdo de grupos acetato a cadeia de celulose,
modificando suas propriedades fisicas e quimicas. O processo inclui a dissolu¢do da celulose
em um solvente adequado, adicdo de anidrido acético e um catalisador para a reacdo de
acetilacdo. A reacdo ocorre a temperatura e tempo controlados, resultando no acetato de
celulose. O material € entdo lavado, neutralizado e seco para remover os solventes e obter o

produto final, Figura 1 (Borges, 2018).
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Figura 1 - Obtencao do acetato de celulose a partir da celulose.
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Triacetato de Celulose Diacetato de Celulose

Fonte: Shashoua, 2008.

O grau de substitui¢ao na acetilagdo afeta diretamente as propriedades finais do acetato
de celulose e diferentes fontes de celulose podem ser usadas na produ¢do do material (Borges,
2018; Cerqueira et al., 2010). Um estudo de Ciolacu et al. (2011) demonstrou que a acetilagio
de celulose pode ser realizada em diferentes graus de substituicdo, que € definido como o
numero de grupos hidroxila substituidos por grupos acetato. O grau de substituicao aumenta as
propriedades como solubilidade, viscosidade e estabilidade térmica do acetato de celulose, a
medida que mais grupos hidroxila sdo substituidos por grupos acetato.

No entanto, o acetato de celulose apresenta alguns desafios em termos de degradagao,
que pode ocorrer devido a processos quimicos, fisicos e biolégicos, como exposi¢do a luz,
umidade e microrganismos (Shashoua, 2008; Feller & Wilt, 1990; Mcneill, 1992).Estudos
recentes estdo focados no desenvolvimento de processos mais sustentdveis para a producao de
acetato de celulose, bem como em métodos adequados de conservagdo para preservar as

caracteristicas do material (Borges, 2018).

1.2 Membranas

As membranas sdo estruturas finas e flexiveis com diversas aplicacdes em dreas como
a biomédica. A utilizacdo de membranas surgiu no século XX, a partir dos trabalhos de Loeb e
Sourirajan, que desenvolveram as primeiras membranas de osmose reversa. Desde entdo, varias
técnicas de fabricacdo foram desenvolvidas, incluindo as técnicas de inversdao de fases, que
permitem o controle da morfologia das membranas. As membranas sdo definidas como
barreiras seletivas que permitem a passagem de moléculas ou ions especificos, enquanto
impedem a passagem de outras espécies quimicas. Elas sdo compostas por uma ou vdrias

camadas de material, como polimeros, ceramicas, metais e vidros (Habert et al., 2006).
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A simetria da membrana é importante para controlar o fluxo de massa através da
membrana, e a escolha da morfologia depende da aplicagdo especifica da membrana. As
membranas podem ter diferentes morfologias, como simétricas e assimétricas. Nas membranas
simétricas, a porosidade é uniforme em toda a sua espessura, enquanto nas membranas
assimétricas, a porosidade varia ao longo da espessura da membrana. As membranas
assimétricas sdo amplamente utilizadas em processos de separagdo, como filtragdo e
ultrafiltracdo, enquanto as membranas simétricas sdo comumente usadas em processos de
microfiltracdo (Medeiros, 2017).

As membranas comerciais, em sua maioria, sdo preparadas através da técnica da
inversdo de fases (Meireles et al., 2007). Nessa técnica, uma solug¢do polimérica € preparada em
uma mistura de solventes, em que um dos solventes € miscivel em dgua e o outro ndo. A solucao
¢é entdo depositada em uma superficie plana e deixada em repouso até que ocorra a separaciao
de fases, formando duas camadas: uma camada superior com uma alta concentracdo de
polimero e uma camada inferior com uma baixa concentracdo de polimero e uma alta
concentracdo de solvente miscivel em dgua. Essa camada inferior € posteriormente imersa em
dgua, fazendo com que o solvente miscivel em dgua se difunda para o meio, formando uma
membrana assimétrica com uma camada superior densa e uma camada inferior porosa (Habert
et al., 2006).

Essas membranas apresentam alta porosidade e baixa resisténcia mecanica, 0 que as
torna adequadas para aplicacdes em biomateriais. As membranas de acetato de celulose sdo
estudadas como biomateriais para diversas aplicacdes, como tratamentos regenerativos
periodontais (Borges, 2018) e implantes dentarios (Silva et al., 2005). Além disso, estudos
indicam o potencial uso em sistemas de liberagdo controlada de medicamentos (Ferreira et

al., 2019).

1.3 Materiais hibridos

Os materiais hibridos surgiram na década de 1990 como uma alternativa aos materiais
tradicionais, combinando polimeros organicos com materiais inorganicos para superar suas
limitagdes. Sua evolucdo se deu a partir da incorporacdo de novos elementos, tais como
nanoparticulas e complexos metal-organico (Das et al., 2021).

Os materiais hibridos sdo compostos por pelo menos duas fases que interagem em nivel
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molecular ou i6nico, e se diferenciam dos materiais compostos por ndo apresentarem uma
interface clara entre as fases, o que lhes confere propriedades tinicas (Zarour e Abu-Reziq, 2020).
Em termos de escala, esses materiais podem variar desde nano a macro escala, e as propriedades
de cada fase podem ser combinadas para criar materiais com caracteristicas desejdveis em
termos de resisténcia, condutividade, capacidade de armazenamento, entre outras (Koopmann et
al., 2020).

A sintese de materiais hibridos organico-inorganicos representa um campo de pesquisa
promissor para o desenvolvimento de materiais com propriedades otimizadas para uma ampla
gama de aplicagdes. A integracdo de diferentes compostos permite uma sinergia de
caracteristicas, onde a fase organica pode proporcionar flexibilidade e absorcdo de luz,
enquanto a fase inorgénica confere resisténcia mecanica e estabilidade térmica (Isoppo, 2022).

Diversas técnicas de processamento estdo disponiveis para a sintese desses materiais,
com destaque para a versatilidade da técnica sol-gel, que permite o controle preciso das

caracteristicas estruturais e funcionais (Nair et al., 2021).

1.4  Processo sol-gel

O processo sol-gel é uma técnica de sintese de materiais que teve origem na década de
1940. Segundo Danks et al. (2016), o processo remonta ao estudo de Kistler em 1932, que
envolveu a remocao de liquidos de géis para produzir materiais porosos de silica. Entretanto,
foi com os trabalhos de Fraunhofer em 1835 e Ebelmen em 1846 que se passou a entender
melhor o processo de hidrdlise e condensagdo do silicato de etila. Nessa época, observaram-se
os primeiros exemplos de gelificacdo e sintese de materiais porosos.

Os estudos de Zheng e Boccaccini (2017) concentram-se na producdo de nanoparticulas
de vidro bioativo via sol-gel. Eles destacam as vantagens desse método em relacdo a outras
técnicas, como alta homogeneidade, controle preciso do tamanho das particulas e baixo custo.
A técnica também permite a incorpora¢do de fons bioativos, como cdlcio, fosforo e silica,
resultando em materiais com alta biocompatibilidade e bioatividade (Graziani et al., 2020).

Devido a essas propriedades, os materiais produzidos pelo processo sol-gel tém ampla
aplicacdo, incluindo a biomedicina. Owens et al. (2016) ressaltam que os materiais sol-gel
apresentam alta porosidade e grande drea de superficie, o que favorece a interacdo com

moléculas bioldgicas, tornando-os promissores para aplicagdes na drea de saude. Para uso
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biomédico, contudo, € necessdrio que esses materiais sejam biocompativeis e possuam
propriedades especificas, como degradacdo e liberacdo controlada de medicamentos, além de
bioatividade (Owens et al., 2016).

A técnica de transigdo sol-gel envolve dois estados principais: o "sol", uma dispersao de
particulas em escala nanométrica em meio fluido, e o "gel", uma estrutura rigida formada por
particulas aglomeradas. A transi¢do ocorre a medida que as particulas se ligam, formando
cadeias curtas e ramificadas, que crescem até alcangar o ponto de gel, quando as regides sélidas
se unem por meio de ligagdes quimicas, resultando em uma estrutura sélida. Essa técnica
permite o controle da composicdo do material, sendo realizada a baixas temperaturas, com baixo
custo e relativa simplicidade (Barbosa, 2019).

O processo sol-gel € composto de duas etapas principais: hidrélise e condensacdo. Na
hidrdlise, os precursores inorganicos sao misturados a um solvente organico, geralmente dlcool,
junto com uma pequena quantidade de dgua, que promove a formacao de grupos hidroxila (OH-
) na superficie dos precursores. Na fase de condensac¢do, esses grupos hidroxila reagem entre
si, formando ligacOes covalentes e resultando em um gel inorgénico tridimensional (Pierre,
2020).

A cinética das etapas de hidrélise e condensacdo depende de fatores como a escolha do
solvente, a concentragdo dos precursores € a presenga de catalisadores. O solvente controla a
velocidade das reagdes e a escolha do catalisador afeta diretamente as propriedades do material
final (Pierre, 2020).

Na escolha dos precursores para o processo sol-gel, € importante selecionar compostos
que possuam grupos funcionais reativos capazes de participar das reagdes de hidrdlise e
condensagdo, como alcoxidos metalicos ou metassilicato de sddio.

Dentre os precursores mais comuns estao os alcéxidos metdlicos, cuja formula geral é
M(OR)n, onde "M" representa um metal ou semimetal, "R" é um radical alquil e "n" é o grau
de polimerizacdo. Alcéxidos, como tetrametoxissilano (TMOS) e ortossilicato de tetraetila
(TEOS), sdo exemplos comuns pela facilidade com que reagem em meio aquoso, contribuindo

para a formacao de silica (Pedroza, 2007; Ferreira, 2014).

1.4.1 Precursores do processo sol-gel

Os materiais hibridos que combinam componentes orginicos € inorganicos t€ém se

mostrado udteis em aplicacdes biomédicas (Rigoletto et al., 2022). A inclusdo de aditivos
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funcionais a matriz do acetato de celulose tem o potencial de provocar modificagcdes nas
propriedades fisico-quimicas das membranas resultantes, atribuindo funcionalidades benéficas
para a sua aplicagdo (Ferreira, 2015). Isso se deve em grande parte a sua capacidade de melhorar
a interacdo com tecidos bioldgicos e reduzir a toxicidade associada a muitos materiais
convencionais (Rigoletto et al., 2022). Essas propriedades tornam as membranas hibridas uma
op¢do promissora para aplicagdes em medicina regenerativa.

Na literatura, os compostos tetraetoxissilano (TEOS), 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES) e tetraisopropoxido de titdnio (TiPOT) sdo empregados como precursores para
conferir propriedades especificas a diferentes materiais (Landry et al., 1992; Yamaura et al.,

2004; Soloviev et al., 2003). A estrutura molecular desses precursores estd detalhada na Figura

2.

Figura 2 - Estruturas moleculares dos precursores TEOS, APTES e TiPOT.
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O TEOS ¢€ responsdvel por conduzir as reagdes de hidrdlise e condensagdo que levam a
formagdo da silica na matriz das membranas, o que confere estabilidade térmica, quimica e
mecanica ao material final, gracas as ligacdes silandis e grupos siloxanos formados. A literatura
aponta para a utilizacdo do TEOS em membranas a base de acetato de celulose (Andrade et
al., 2021; Zarour; Abu-Reziq, 2020).

Ja o0 APTES € capaz de direcionar e controlar reagdes organicas, introduzir propriedades
de superficie como seletividade quimica e ajustar o desempenho mecénico, além de atuar como
agente de acoplamento entre interfaces organico-inorginicas de materiais hibridos,
promovendo liga¢cdes covalentes de filmes organicos a 6xidos metélicos, como silicio e titdnio

(Andrade et al., 2021).
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O TiPOT, por sua vez, funciona como precursor na rea¢do, permitindo a formacao de
ligacdes adicionais na rede organica-inorginica. Além disso, possui um potencial papel
antibactericida/antimicrobiano, devido a capacidade de formar espécies reativas de oxigénio,
por meio de reagdes de oxirreducdo, que levam a formacgao de diéxido de titanio (TiO2). A
utilizacdo de TiPOT em membranas foi descrita em trabalhos como o de Sievers (2020) e
Peixoto et al. (2020).

No processo de sol-gel, a formagdo do hibrido requer a ocorréncia da hidrélise e a
condensa¢do. Somente apds a ocorréncia dessas reacdes, € possivel obter o subproduto desejado
(Pedroza, 2007; Ferreira, 2014). Em geral, quando se utiliza um precursor do tipo alcéxido
metélico, as reacdes de hidrdlise e condensacdo seguem um padrdo de descricdo semelhante,

como apresentado no esquema das reacoes 1, 2 e 3.

Reacao de Hidrdlise (Ferreira, 2022):
M(OR)n + H20 — HO — M(OR)n + ROH (D)

Inicialmente, ocorre a reacdo do precursor alcoxido com dgua, resultando na formacao
de moléculas de dlcool (ROH). Nessa etapa, ocorre a substituicio parcial ou total dos grupos -
OR por -OH (Pedroza, 2007; Ferreira, 2014). A formacdo de moléculas hidrolisadas pode
desencadear outras reacdes, como a condensacdo, que produz dgua (2) ou dlcool (3) como

subproduto, como destacado por Ferreira (2014).

Reacao de Condensacao (Ferreira, 2022):
(OR)n-1M-OH + HO-M(OR)n-1 — (OR)n-1M-(OR)n-1 + H20 (2)

(OR)n-1M-OH + HO-M(OR)n-1 — (OR)n-1M-(OR)n-1 + ROH 3)

em que ROH representa o dlcool.

Neste contexto, apresenta-se um esquema das reacdes que ocorrem na sintese de
materiais hibridos, destacando as etapas de hidrélise e condensagdo, que sdo fundamentais para
0 processo sol-gel.

1 - Sintese com TiPOT (Sievers, 2020):

Hidrolise:
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Ti[OCH(CH3)2]4 + 4 H20 — Ti(OH)4 + 4 CH(CH3)20H

Condensacao:

Ti(OH)4 + Ti(OH)4 — Ti20(OH)6 + H20

2 - Sintese com TEOS (Andrade et al., 2021):
Hidrdlise:

Si(OCH2CH3)4 + 4H20 — Si(OH)4 + 4 CH3CH20H
Condensacao:

Si(OH)4 + Si(OH)4 — Si20(OH)6 + H20

3 - Sintese com APTES (Andrade et al., 2021):

Hidrdlise:

(CH3CH20)3 Si(CH2)3 NH2 + 3 H20 — (OH)3 Si(CH2)3 NH2 + 3 CH3CH20H

Condensacao:

H2N(CH2)3 Si(OH)3 + (OH)3Si(CH2)3NH2 — H2N(CH2)3Si(OH)20(OH)2
Si(CH2)3NH2 + H20

1.5 A aplicacao: biomateriais

1.5.1 Etiologia da doenca periodontal

A doenca periodontal é uma patologia multifatorial que afeta os tecidos de suporte
dentdrio, incluindo o periodonto de protecdo, o periodonto de sustentacdo e o ligamento
periodontal. Segundo Lotufo (2003), a etiologia da doenca periodontal estd fortemente
associada a presenca e quantidade de biofilme, que ¢ um complexo de microrganismos aderidos
a superficie dos dentes e da mucosa bucal, formando uma massa aderente. O biofilme € o fator
principal para o desenvolvimento da doenga periodontal, pois os microrganismos presentes na
placa produzem fatores de viruléncia que desencadeiam a resposta inflamatdéria do hospedeiro.

O sucesso do tratamento da doenga periodontal depende da remoc¢do mecéanica do
biofilme dental, além de outros fatores que interferem na qualidade e quantidade da placa, como

a dieta, higiene bucal, salivacdo e hébitos parafuncionais (Cimdes, 2013).
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Lotufo (2003) destaca que a etiologia da doenca periodontal ndo se limita somente a
presenca do biofilme dental, mas também ¢é influenciada por fatores modificadores, como a
idade, sexo, genética, tabagismo, doengas sist€micas, medicamentos e estresse. Esses fatores
podem afetar a resposta do hospedeiro a infec¢do bacteriana e agravar o quadro da doenca
periodontal.

O tratamento da doenga periodontal tem como proposta a remog¢ao da causa, ou seja, a
remog¢ao mecanica da placa bacteriana e cdlculo dental através da raspagem e alisamento
radicular, associada a terapia medicamentosa e, em alguns casos, a cirurgia periodontal
(Bittencourt et al., 2011). Além disso, € importante realizar um acompanhamento clinicoregular
para avaliacdo da evolucdo da doenga periodontal e orientacao do paciente quanto 2 manutencao
da saude bucal.

A evolugdo da doenca periodontal pode seguir dois caminhos, dependendo da resposta
do hospedeiro a infec¢do bacteriana. Em individuos com resposta imunolégica adequada, a
doenca periodontal pode ser controlada com a remocao da placa bacteriana e medidas de higiene
bucal. No entanto, em pacientes com resposta imunoldgica comprometida, a doenca periodontal
pode evoluir para estdgios mais avangados, comprometendo a estrutura de suporte do dente e
levando a perda do dente (Cimdes, 2013).

A Regeneracio Ossea Guiada (ROG) é uma técnica empregada na Implantodontia e
Periodontia para estimular a regeneracio de tecidos periodontais e dsseos comprometidos por
lesdes ou extragdes dentdrias. De acordo com Dourado, Bittencourt e Tunes (2011), a ROG é
um procedimento que possibilita a regeneracdo dos tecidos perdidos, criando um ambiente
propicio para a proliferacio de células e tecidos saudaveis.

Para efetuar a regeneracdo Ossea guiada, é necessario criar uma barreira fisica no local
que se pretende regenerar, com o objetivo de separar o tecido mole do duro e permitir que as
células precursoras possam migrar para o local de maneira organizada e controlada (Cimdes,
2013). Segundo Lotufo (2003), as barreiras fisicas empregadas na ROG podem ser absorviveis
ou nao absorviveis, sendo as absorviveis preferidas pelos profissionais, uma vez que eliminam
a necessidade de uma segunda cirurgia para remog¢ao.

Os materiais utilizados na ROG variam de acordo com a escolha do cirurgido e do tipo
de regeneracdo Ossea desejada. Cimdes (2013) menciona a utilizagdo de enxertos Osseos
autégenos, aloplasticos ou xendgenos, além de materiais de preenchimento, como
hidroxiapatita e fosfato de cdlcio. Dourado, Bittencourt e Tunes (2011) destacam que a sele¢ao
do material deve considerar as caracteristicas do paciente, a complexidade do caso e as

condi¢des do sitio receptor.
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No momento da extracdo dentdria, a utilizagdo de membranas como barreira fisica
auxilia na preservacdo do espaco necessdrio para regeneracdo 0ssea (Cimdes, 2013). Além da
formagao de osso, as membranas podem colaborar para a geracao de gengiva queratinizada, por

meio da técnica de Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) (Lotufo, 2003).
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Este projeto contempla a sintese de membranas hibridas a base de acetato de celulose.

Ainda, realizou-se a caracterizacdo quimica, morfolégica e a avaliagdo como potencial

biomaterial para todas as composi¢Oes apresentadas.

2.1 Materiais

Os reagentes utilizados neste projeto foram empregados sem purificagdo adicional. A

Tabela 1 apresenta os reagentes, seus fornecedores e os respectivos graus de pureza.

Tabela 1 - Reagentes utilizados na sintese das membranas de acetato de celulose hibrida.

Reagente Formula Fabricante Pureza (%)
Acetato de celulose C6H702(OH)3 | Sigma-Aldrich >97
Acetona (PA) C3H60 Synth >99.6
Formamida CH3NO Exodo >99.5
Cientifica
Ortossilicato de tetraetila Si(OC2H5)4 Sigma-Aldrich 98
(TEOS)
3-aminopropiltrietoxisilano C9H23NO3Si Sigma-Aldrich >98
(APTES)
Isopropéxido de titAnio C12H2804Ti Sigma-Aldrich 97%
(TiPOT)
Acido nitrico HNO3 Synth
Agua destilada H20 - -

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2022.
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2.2 Sintese das membranas

Foram sintetizadas membranas hibridas a base de acetato de celulose em duas variantes
distintas: as membranas de referéncia, compostas exclusivamente por acetato de celulose,
denominada membrana pura (AC-puro); e o conjunto de membranas denominado série B, que
consiste em membranas hibridas compostas de acetato de celulose e precursores dos elementos
silicio, nitrogénio e titdnio, com a seguinte nomenclatura: B (concentracdo de TEOS) /
(concentracdo de APTES) — (concentragdo de TiPOT) ou, simplificadamente,B (TEOS /
APTES — TiPOT).

Para a sintese das membranas hibridas, foram utilizados diferentes precursores:
ortossilicato tetraetila , TEOS, como fonte de silicio; 3-aminopropiltrietoxisilano, APTES,
como fonte de silicio e nitrogénio; e isopropoxido de titanio, TiPOT, como fonte de titanio. A
propor¢do de acetato de celulose e do precursor de titanio foi mantida constante em todas as
membranas hibridas sintetizadas neste trabalho.

Na Tabela 2, apresenta-se a formulacdo das membranas sintetizadas em termos de
composicao percentual dos precursores avaliados: TEOS, APTES e TiPOT. Na Tabela 3,
apresentam-se as composi¢coes das membranas hibridas de acetato de celulose avaliadas neste
estudo, com formulagdo para 100 g de solugdo, destacando-se o valor fixo do precursor de

titinio em todas as membranas hibridas fabricadas.

Tabela 2 - Concentragdo dos diferentes precursores nas amostras.

Membrana Teor de TEOS (%) | Teor de APTES (%) | Teor de TiPOT (%)
Ac-puro 0 0 0
B100/0-30 70 0 30
B50/50-30 35 35 30
B0/100-30 0 70 30

Fonte: A autora, 2023.
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Tabela 3 - Composi¢do das membranas sintetizadas: formulacdo de 100 g de solugao.

Membrana AC-PURO | B0/100-30 B50/50-30 B100/0-30

Composicdo (g)

Acetato de celulose 17 16,4 16,4 16,4
Formamida 30 29 29 29

Acetona 53 51,1 51,1 51,1
TEOS 0 0 1,05 2,1

TiPOT 0 0,96 0,96 0,96
APTES 0 2,1 1,05 0
HNO3 0 0,7 0,7 0,7

Agua destilada - 0,5 0,5 0,5

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2022.

Conforme o protocolo experimental adotado, a utilizacdo de dois solventes distintos,
acetona e formamida, visa evitar a separacdo precoce das fases durante o processo sol-gel e
controlar a concentracdo de agua e silicato, fatores que influenciam a cinética das reacoes
caracteristicas desse processo. O tipo de solvente empregado pode influenciar
significativamente a velocidade das reacdes no processo de sintese. A acetona, por sua
capacidade de miscibilidade com d4gua e solventes organicos, atua como agente
homogeneizante, facilitando a formacdo das ligacdes de hidrogénio entre os silandis
(Nascimento, 2002; Donatti, 2003). O 4cido nitrico (HNOs) € utilizado como catalisador em
meio 4cido para solucdes poliméricas, resultando em uma estrutura final menos densa e mais
ramificada (Andrade et al., 2021).

As metodologias experimentais utilizadas na sintese das membranas de referéncia e das
membranas hibridas (série B) fundamentam-se nos estudos de Mendes et al. (2018), Faria et al.
(2020), Peixoto et al. (2020) e Andrade et al. (2021). Essas abordagens seguem o protocolo de Kunst
e Sourirajan (1974), que € um marco na drea de membranas semipermedaveis, tendo desempenhado
um papel crucial no desenvolvimento de técnicas de separacdo em processos como filtracdo e
osmose reversa. Recentemente, esse protocolo foi adaptado para a sintese das membranas hibridas,

incorporando inovagdes projetadas para otimizar tanto a estrutura quanto as propriedades funcionais
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dos materiais, visando aplicagdes biomédicas.

Para esse processo adaptativo, foram incorporados ortossilicato de tetraetila (TEOS) e
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), que atuam como, respectivamente, alcoéxidos de silicio
e de aminosilano. Além disso, o alcodxido de titanio (TiPOT) foi utilizado como precursor para
o titanio, permitindo a formacao de estruturas hibridas. O &cido nitrico (HNOs) foi adicionado
como catalisador, facilitando as reacdes quimicas necessdrias para a sintese das membranas
hibridas e promovendo a interagdo entre 0s componentes organicos € inorganicos.

Inicialmente, o acetato de celulose foi misturado com dgua destilada, TEOS, APTES e
50% da quantidade de formamida e acetona. Essa solucdo foi agitada por 8 horas para garantir
uma pré-homogeneizacao adequada. Apos esse periodo, o TiPOT, previamente diluido nos 50%
restantes de formamida e acetona, juntamente com dcido nitrico, foi adicionado a mistura. Em
seguida, a solucdo foi submetida a mais 16 horas de agitacdo, totalizando 24 horas de
homogeneizagdo. Esse processo foi realizado usando um agitador mecanico para assegurar a

completa homogeneizacio da soluc¢do, conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Etapas de homogeneizacdo das solu¢des durante o processo de sintese das
membranas de acetato de celulose.
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Legenda: Tempo da solugfo no agitador mecanico: (a) 2h de agitagdo; (b) 4h de agitacdo; (c) 8h de
agitacdo e (d) 24h de agitacio.

Fonte: A autora.
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Apo6s a etapa de homogeneizacdo, as misturas foram despejadas em placas de Petri e
distribuidas uniformemente, seguindo o protocolo experimental de Mendes et al. (2018), Faria
et al. (2020), Peixoto et al. (2020) e Andrade et al. (2021). A faca de espalhamento nao foi
utilizada, resultando na forma¢ao de membranas com espessuras variadas.

Uma vez distribuida nas placas de Petri, a mistura foi deixada em repouso por 30
segundos em uma capela de exaustdo para permitir a evaporacdo da acetona presente no gel.
Esse processo resultou em um aumento da concentragdo do polimero na superficie das
membranas formadas.

Posteriormente, iniciou-se a etapa de inversdo de fases, mergulhando as membranas em
um banho de coagulacao com dgua destilada fria. Durante essa etapa, ocorre a troca de solventes
entre a matriz da membrana e o banho, levando a formacdo da camada ativa pela coagulacio
do polimero ao entrar em contato com o banho nao-solvente. Simultaneamente, a camada nao
ativa, que atua como suporte, € formada, apresentando uma estrutura mais porosa e espessa
devido as diferencas na taxa de coagulacido em diferentes regides da solugdo polimérica durante
0 processo.

Este método foi desenvolvido com o objetivo de aprimorar as caracteristicas das
membranas hibridas, combinando a flexibilidade do acetato de celulose com a resisténcia

mecanica e térmica oferecida pelos elementos inorganicos.

2.3  Técnicas de caracterizacio aplicadas

Apo6s a sintese das membranas, foram empregadas técnicas de caracterizacdo para
avaliar a morfologia, a composi¢do quimica, o desempenho térmico, a bioatividade e a
viabilidade celular das amostras. Essas andlises sdo essenciais para entender as propriedades
fisicas e quimicas das membranas, além de fornecer informagdes sobre sua aplicabilidade em

contextos biomédicos.
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2.3.1 Espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier

Foi utilizado um espectrometro PerkinElmer Frontier FTIR, equipado com o acessério de
reflectincia total atenuada (ATR) Pike Miracle Single Reflection ATR da Pike Technologies.
As medigdes foram realizadas com uma resolucdo de 4 cm™ e 256 varreduras, abrangendo a
faixa espectral de 700 a 4000 cm™. As amostras foram analisadas sem qualquer tratamento

prévio.

2.3.2 Anélise térmica

As andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e termogravimetria (TG)
foram realizadas utilizando o Analisador Térmico Simultaneo STA 6000 da Perkin Elmer. As
membranas sintetizadas foram avaliadas em uma faixa de temperatura de 30°C a 600°C, com

uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob um fluxo continuo de nitrogénio a 20 mL/min.

2.3.3 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia da superficie ndo ativa das membranas foi examinada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a espectroscopia de energia dispersiva de raios X
(EDS). O equipamento utilizado foi o Jeol, modelo JSM/6510. As amostras foram recobertas
com uma fina camada de ouro. As imagens de MEV das camadas inferiores, ou camada nao
ativa, foram capturadas com ampliacdes de 100, 500, 2000, 3000 e 5000 vezes. As andlises
quimicas por EDS na superficie das membranas foram realizadas tanto pontualmente quanto
em toda a imagem, com uma magnitude de 2000 vezes. As amostras, com dimensdes de 1 cm
x 1 cm, foram cortadas e analisadas sem qualquer processo de secagem com agentes quimicos,

sendo apenas retiradas da dgua e deixadas em temperatura ambiente.
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2.3.4 Avaliacio da viabilidade celular

O teste de viabilidade celular € fundamental para avaliar a compatibilidade e seguranca
de materiais destinados a aplicacdes biomédicas. Esse ensaio permite determinar a capacidade
das células de sobreviver, proliferar e funcionar adequadamente em contato com o biomaterial.
Para a realizacdo desse teste, foi utilizado o método colorimétrico MTT. As amostras foram

preparadas com dimensdes de 4 x 4 mm e mantidas em dgua destilada até o momento do ensaio.

2.3.4.1 Cultura de células

A linhagem de macréfagos murinos J774A.1 (ATCC®CCL-1 NCTC), foram cultivadas
em meio RPMI 1640 (Gibco), suplementados com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF — Cultilab)
e 1% da solugdo dos antibidticos [Penicilina (100 UI/mL) e Estreptomicina (100 pg/mL) - Nova
Biotecnologia], em garrafas de cultura de 75 cm® (Nest) e mantidas em estufa incubadora
umidificada a 37 °C com atmosfera de 5% de CO» (Panasonic, MCO-18ACL-PA, EUA) até
atingirem 80% de confluéncia. Todo o manuseio celular foi realizado em ambiente estéril,
dentro de uma camara de fluxo laminar vertical. O crescimento das células foi monitorado
diariamente utilizando um microscopio de inversdo. Para a manutencdao das células em

suspensao, foi realizada apenas a substituicdo do meio de cultura.

2.3.4.2 Ensaio de viabilidade celular — método MTT

O ensaio do MTT € um método colorimétrico que visa quantificar a atividade
mitocondrial por meio da reducdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de
tetrazélio (MTT), de cor amarela, resultando na formacdo de cristais de formazan, de cor
purpura, em células metabolicamente ativas. Os principais metabolitos envolvidos nesta reagao,
como NADH2, NADPH e succinato, participam do ciclo de Krebs. A atividade metabdlica
celular, dependente do nimero de células, estd diretamente relacionada com a quantidade de

MTT metabolizada, e a quantificacao é realizada por absorbancia em espectrofotometro.
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As células foram cuidadosamente suspendidas com auxilio de um raspador de células
estéril descartdvel. O meio contendo as células foi recolhido e transferido para um tubo de
centrifugacdo estéril (50 ml), seguido de centrifugagdo a 1200 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 ml de
meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SBF e 1% de solu¢do de antibidticos. As
suspensoes celulares foram diluidas 100 vezes em solug@o de contagem para a contagem em
camara de Neubauer, com o objetivo de iniciar o ensaio de viabilidade celular.

Para a avaliacdo da viabilidade, as células em suspensdo foram transferidas para
microplacas de 96 pogos, com densidade celular de 2 x 10* células/pogo, e incubadas por 24
horas em uma incubadora umidificada a 37 °C com 5% de CO2. Posteriormente, o meio foi
removido e adicionou-se 100 pl de meio completo (RPMI suplementado com 10% de SBF e
1% de solugdo de antibidticos), contendo as amostras de teste em duplicata. Como controles,
foram utilizados meio RPMI (controle negativo) e meio RPMI acrescido do solvente (solucio
de DMSO nas concentracdes de 0,2 a 0,025% v/v) como controle positivo. As placas foram
incubadas por 48 horas a 37 °C com 5% de CO2.

Ap6s esse periodo, 10 pl de solu¢do de MTT (5 mg/ml) foram adicionados, e as placas
foram incubadas por mais 2 horas a 37 °C com 5% de CO2. Posteriormente, os po¢os foram
esvaziados e o precipitado de formazan, formado pela metabolizagdo do MTT pelas células
metabolicamente viaveis, foi dissolvido em 100 pl de isopropanol 4cido. A leitura foi realizada
em espectrofotometro a 570 nm. O cdlculo da porcentagem de viabilidade celular para as células
tratadas com diluicdes das amostras foi feito a partir das médias das respectivas absorbancias,
considerando o valor médio da absorbincia do grupo controle negativo como 100% de

viabilidade.

2.3.5 Teste biomimético

O teste biomimético, realizado em uma solucao similar aos fluidos corpéreos (SBF) a
temperatura corporal de 37 °C, é uma técnica utilizada para avaliar a bioatividade de um
material. Para este ensaio, dois pedacos de cada amostra, com dimensodes de 1 x 1 cm, foram
colocados em tubos Falcon contendo 10 ml de solu¢ao SBF simplificada, composta por fosfato
dipotassico (K2HPO.) e cloreto de calcio (CaClz), nas quantidades de 0,2305 g e 0,2890 g,

respectivamente, para 1 litro de dgua destilada. As amostras foram mantidas em um banho
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aquecido a 37 = 1 °C por periodos de 15, 30 e 45 dias. A troca da solu¢do SBF foi realizada nas
segundas, quartas e sextas-feiras. Na Figura 4(a), sdo apresentadas as amostras preparadas para
o banho, enquanto a Figura 4(b) exibe a disposi¢do dos tubos no banho de temperatura

controlada.

Figura 4 - Preparo das amostras para o teste biomimético.

(a) (b)

Legenda: (a) amostras cortadas no tamanho de 1x1 cm, com 10 ml de solucdo similar a
corpérea e (b)amostras em banho a 37 °C.

Fonte: A autora, 2024.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A apresentacdo e discussao dos resultados obtidos foram organizadas em etapas, de
acordo com a evolugdo do trabalho. Inicialmente, sdo apresentados os resultados das andlises
realizadas por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Em
seguida, sdo discutidas as andlises térmicas (TGA/DSC) e a microscopia eletronica de varredura
(MEV) das membranas sintetizadas. Por fim, sdo apresentados os resultados dos testes de
viabilidade e proliferacio celular, bem como o teste biomimético e as caracterizacdes realizadas

apos periodos de imersdo de 30 e 45 dias, por FTIR, e de 18 dias, por MEV.

3.1  Espectroscopia de infravermelho

A avaliacdo quimica das amostras foi realizada via FTIR-ATR, sem prévio tratamento
das membranas. Na Figura 5, sdo apresentados os espectros obtidos na faixa de nimero de onda
de 4000 a 700 cm™ para as membranas sintetizadas neste estudo. Todos os espectros das
membranas sdo apresentados para duas bateladas de cada composigao.

A Figura 5a mostra os espectros das membranas de acetato de celulose pura, enquanto
as Figuras 5b, 5c e 5d correspondem as membranas hibridas, com concentragdo constante de
TiPOT (30%) e variagdes nas concentracdes de TEOS e APTES. A nomenclatura das
membranas hibridas segue a légica: B(%TEOS)/(%APTES)—~(%TiPOT). Na Figura 5b
apresentam-se os espectros das membranas de acetato de celulose hibrida, sem adi¢do de TEOS;
com adicao méaxima de APTES, denominadas B0/100 — 30. A Figura 5c mostra os espectros
das membranas de acetato de celulose hibrida, com iguais concentracdes de TEOS e APTES,
denominadas B50/50 — 30. A figura 5d mostra os espectros das membranas de acetato de
celulose hibrida, com adi¢do de TEOS, e sem adi¢ao de APTES, denominadas B100/0—-30.

Os espectros das membranas de acetato de celulose pura (AC-PURO) e das membranas
hibridas estdo em concordancia qualitativa com os espectros FTIR-ATR de membranas de
acetato de celulose hidratadas, conforme relatado por outros autores (Mendes et al., 2018; Faria
et al., 2020; Peixoto et al., 2020; Andrade et al., 2021).

Os espectros mostram que as bandas mais intensas para as membranas de acetato de
celulose, tanto puras quanto hibridas, sdo encontradas em aproximadamente 1046 cm™, 1238

cm™, 1655 cm™, 1745 cm™ € 3410 cm™. As bandas em 1046 cm™ e 1238 cm™ sdo atribuidas
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as vibragdes dos grupos acetato (C-O-C) nos modos simétrico e assimétrico, respectivamente.
A banda em 1655 cm™ refere-se as vibragdes dos grupos O-H de moléculas de H-O adsorvidas.

A banda larga entre 3000 e 3700 cm™ ¢ atribuida ao estiramento O-H, que pode ser
devido a moléculas de dgua, precursores hidrolisados de silica e titanio, ou grupos hidroxila em
Si-OH e C-OH. O pico em aproximadamente 3420 cm™ ¢ referente ao estiramento dos grupos
OH nao esterificados na celulose (Klaai et al., 2022; Mendes et al., 2018; Faria et al., 2020).

A banda em 1745 cm™ esta associada as vibracdes de estiramento forte da carbonila
(C=0). A diminuicao da intensidade desta banda indica que os grupos carbonila estdo sendo
removidos da molécula de acetato de celulose por interacao com Ti-O-C e/ou Si-O-C. Além
disso, os deslocamentos das bandas de absorcao em 3440 cm™!, 1752 cm™ ¢ 1095-1049 cm™!
correspondem, respectivamente, a deformacao axial das hidroxilas (OH), deformagao axial da

carbonila de ésteres (C=0) e deformacao axial de C-O-C de éter.

Figura 5 - Espectros de infravermelho das membranas de acetato de celulose
sintetizadas, (a) pura; (b) hibrida, BO/100-30; (c) hibrida, B50/50-30 e (d)
hibrida, B100/0-30.
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Pode-se observar na Figura 5 que os quatro espectros de FTIR das membranas
sintetizadas s@o bastante similares entre si e se assemelham as composi¢des de membranas
relatadas na literatura. No entanto, a textura, a cor e a manipulacdo das membranas diferem

significativamente. Essas caracteristicas podem ser visualizadas na Figura 6.

Figura 6 - Variagdo da cor e textura das membranas sintetizadas.

(a) AC-PURO {b) B100/0— 30

\ \ t
: 3 a2 ,
e \_ ‘L\h.-_—-f..
(c) B50/50 - 30 (d) B0O/100 - 30

Legenda: Imagens da parte ativa e ndo ativa das membranas sintetizadas. (a) Membrana
pura; (b) Membrana hibrida, B0/100 — 30; (c) Membrana hibrida, B50/50 — 30
e (d) Membrana hibrida, B100/0 — 30.

Fonte: A autora, 2024.

3.2 Analise térmica

Na Figura 7, sdo apresentadas as andlises termogravimétricas (TG) e as derivadas
termogravimétricas (DTG) de todas as composi¢des das membranas sintetizadas. Observa-se
que ocorrem eventos térmicos em trés estagios distintos. O primeiro evento, em temperaturas
inferiores a 100 °C, estd associado a perda de massa, indicando a possivel perda de 4dgua
adsorvida. O segundo evento, também associado a perda de massa, ocorre entre 110 e 270 °C e
indica a degradagdo da celulose. O terceiro evento, com perda de massa, ocorre entre 255 € 410
°C, indicando a possivel carbonizacdao do material.

A faixa de temperatura dos eventos das andlises termogravimétricas das membranas

apresenta uma pequena variacdo com a composi¢do; no entanto, observa-se um padrdao de
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comportamento térmico consistente entre as membranas sintetizadas neste trabalho, similar ao

encontrado em outras membranas de acetato de celulose avaliadas na literatura (Mendes et al.,

2018; Faria et al., 2020; Peixoto et al., 2020; Andrade et al., 2021; Ribeiro, 2013; Subramanian

et al., 2021).

Figura 7 - Curvas das andlises termogravimétricas (TG) e sua derivada (DTG) das
membranas de acetato de celulose sintetizadas, (a) pura; (b) hibrida,
B0/100-30; (c) hibrida, B50/50-30 e (d) hibrida, B100/0-30.
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Devido a essas diferencas, e dando continuidade ao trabalho deste grupo de pesquisa,

Santos et al. (2022) propuseram a utilizacdo de algoritmos de aprendizado de maquina para

explorar e classificar os dados de andlises termogravimétricas das membranas de acetato de

celulose puras e hibridas. Foram aplicados os algoritmos Extra-Trees Classifier, Random

Forest, Decision Tree e K-Nearest Neighbors (KNN) a esses dados. Os pontos experimentais

das temperaturas relacionados com as massas foram tratados de diferentes maneiras para
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correlacionar a composi¢ao quimica da amostra com a curva de perda de massa. Os algoritmos
avaliados demonstraram grande capacidade em perceber as pequenas diferencas no perfil
termogravimétrico das membranas e correlaciond-las com sua composi¢ao quimica. Dentre os
algoritmos estudados, o Extra-Trees Classifier obteve a melhor resposta, com 90% de acuricia
(Santos et al., 2022; 2023).

Além disso, as membranas hibridas foram avaliadas quanto a cinética de degradagdo
térmica, com base nos resultados da andlise termogravimétrica. Observou-se que as
temperaturas dos trés picos de DTG das membranas hibridas ocorrem em niveis inferiores aos
da membrana pura, sugerindo uma diminui¢do da resisténcia térmica, especialmente para as
amostras funcionalizadas com APTES, que apresentam perda de massa quase nula, um
comportamento ndo observado nas amostras com TEOS. O conhecimento da estabilidade
térmica € fundamental para a aplica¢do dessas membranas.

Nesse contexto, Ferreira et al. (2022) estudaram a degradacdo térmica das membranas
utilizando métodos isoconversionais. Os resultados indicaram que a adi¢do de silicio a molécula
de acetato de celulose elevou a energia de ativacao da degradagdo de 240,28 kJ/mol (AC-Puro)
para 1.039,01 kJ/mol (membrana hibrida funcionalizada apenas com TEOS), conforme o
método de Friedman, sugerindo uma maior estabilidade térmica. A energia de ativacdo (Ea)
também foi estimada pelo método isoconversional proposto por Flynn-Wall-Ozawa (FWO)
(Ferreira et al., 2022). Para a amostra de referéncia, AC-Puro, a energia de ativacdo encontrada
na primeira e segunda batelada foi de 233,5 kJ/mol e 219,05 klJ/mol, respectivamente. A
amostra B0/100-30, com APTES (contendo grupamento amino e silano), apresentou valores de
310,31 kJ/mol e 226,05 kJ/mol, enquanto a membrana B100/0-30, com TEOS (sem grupamento
amino), alcancou 452,73 kJ/mol e 424,74 kJ/mol para a primeira e segunda batelada,
respectivamente. Esses resultados evidenciam que a minima variagdo na composi¢ao quimica
pode ser detectada por métodos cinéticos, permitindo uma avaliacdo mais precisa da
estabilidade térmica das membranas de acetato de celulose (Ferreira et al., 2021; Ferreira et al.,
2022).

Na Figura 8, sdo apresentadas as curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC),
que exibem trés picos exotérmicos em aproximadamente 61 °C, 195 °C e 370 °C, associados a
perda de massa, com variacdes de entalpia de 220,6293 J/g, 174,0386 J/g e 49,9303 J/g,

respectivamente.
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Figura 8 - Curvas das analises de calorimetria diferencial de varredura, DSC das
membranas de acetato de celulose sintetizadas.
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A Tabela 4 apresenta as variagdes de entalpia para as quatro amostras sintetizadas.
Conforme a teoria, todo pico na derivada da andlise termogravimétrica (DTG) deve
corresponder a um evento de perda de massa na andlise termogravimétrica (TG). No entanto,
esse comportamento ndo foi observado nas membranas sintetizadas neste estudo. O evento entre
255 °C e 410 °C, caracterizado por uma significativa perda de massa, ndo apresentou pico
distinto, ou a variacdo de entalpia foi muito pequena, conforme indicado na Tabela 4. Esse
resultado pode ser atribuido ao tipo de amostras utilizadas ou a possiveis limitagdes do
equipamento empregado. Em temperaturas elevadas, o DSC pode nao estar detectando

adequadamente a variag¢do do fluxo de calor.



Tabela 4 - Picos e variacdo de entalpia nos trés eventos ocorridos no DSC.
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Primeiro evento | Segundo evento Terceiro
evento
AC-Puro Pico (°C) 61,59 195,13 367,72
Entalpia (J/g) 220,6293 174,0385 49,9303
B0/100 - 30 Pico (°C) 58,25 198,73 Nio
Entalpia O/g) | 133,2857 164,2190 encontrado
B50/50 - 30 Pico (°C) 62,27 203,44 322,79
Entalpia (J/g) 194,7496 87,5775 22,2577
B100/0 - 30 Pico (°C) 64,18 199,47 Nao
Entalpia O/g) | 292,1269 58,1432 encontrado

Fonte: A autora, 2024.

Por outro lado, pode-se observar que hd uma variacao na entalpia com a composi¢ao da
membrana, especialmente no primeiro evento. Como este evento estd relacionado a agua
adsorvida, a amostra sintetizada sem TEOS, B0/100-30, pode adsorver menos dgua na sua
superficie, resultando em uma menor variagcao de entalpia e, consequentemente, menor energia.
Isso sugere que a superficie pode ser menos rugosa. No entanto, essa menor rugosidade ndo é
observada na microscopia eletronica de varredura. A coloragdo amarelada desta membrana,
conforme mostrado na Figura 6(d), difere das outras trés amostras, o que pode indicar alguma
propriedade especifica da superficie que justifique a menor variacdo de entalpia.

O segundo evento, entre 110 °C e 270 °C, relacionado a degradagdo da celulose,
apresentou as menores variacdes de entalpia nas amostras B50/50-30 e B100/0-30. Isso indica
que essas amostras necessitam de menos energia para a degradacdo da celulose, sugerindo uma
maior facilidade para degradar e menor estabilidade térmica. Portanto, as amostras com maior

variacdo de entalpia, como B0/100-30 e AC-Puro, apresentam maior estabilidade térmica.

3.3. Microscopia eletronica de varredura - MEV

A Figura 9 mostra a morfologia da superficie ndo ativa d as membranas sintetizadas com
uma ampliacio de 100 vezes, proporcionando uma andlise mais representativa das

caracteristicas gerais das membranas. A membrana com igual porcentagem de TEOS e APTES,



denominada B50/50-30, apresentou a maior porosidade na superficie ndo ativa. Em contraste,
a membrana de acetato de celulose pura (AC puro), a membrana hibrida com precursor de
titanio, sem TEOS e com APTES (B0/100-30), e a membrana hibrida com precursor de titanio,
com TEOS e sem APTES (B100/0-30), exibiram morfologias similares, com menos

porosidade.

Figura 9 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas das membranas sintetizadas,
100x.

(c) (d)

Legenda: (a) acetato de celulose pura, AC puro; (b) hibrida com precursor de titanio,
sem TEOS e com APTES,B0/100-30; (c) hibrida com precursor de titanio,
TEOS e APTES na mesma concentragdao, B50/50-30; (d) hibrida com precursor
de titinio, com TEOS e sem APTES, B100/0-30.

Fonte: A autora, 2024.

Essas observacdes nao se mantém quando a ampliacio é aumentada. Na Figura 10, com
uma ampliacdo de 5000 vezes, apenas duas amostras apresentam morfologias similares. As
morfologias das superficies ndo ativas da membrana hibrida sem TEOS (B0/100-30) e da

membrana hibrida com somente TEOS (B100/0-30) sdo similares. Em contrapartida, as
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superficies nio ativas da membrana de acetato de celulose pura (AC puro) e da membrana
hibrida com 50% de TEOS e 50% de APTES (B50/50-30) exibem morfologias bem distintas.
A membrana B50/50-30 apresenta uma estrutura semelhante a agulhas, enquanto a membrana

de acetato de celulose pura (AC puro) demonstra uma estrutura mais densa.

Figura 10 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas das membranas, 5S000X.

(c) (d)

Legenda: (a) acetato de celulose pura, AC puro; (b) hibrida com precursor de titanio,
sem TEOS e com APTES,B0/100-30; (c) hibrida com precursor de titinio,
TEOS e APTES na mesma concentracdo, B50/50-30; (d) hibrida com
precursor de titdnio, com TEOS e sem APTES, B100/0-30.

Fonte: A autora, 2024.

Apesar das diferencas pontuais nos niveis de intensidade observadas nas membranas de
acetato de celulose pura (AC Puro), a andlise por energia dispersiva de raios X (EDS) revelou
uma composi¢cdo homogénea. A fotomicrografia mostrada na Figura 11(a) e (b), com uma
ampliacdo de 500 vezes, apresenta uma visdo representativa, enquanto o espectro EDS da
imagem completa indica a presenca exclusiva de oxigénio e carbono. Além disso, os espectros

pontuais em diferentes regides da imagem ampliada 2000 vezes, conforme mostrado na Figura
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11(c) e (d), confirmam a existéncia apenas de carbono e oxigénio, que sdo componentes da

estrutura polimérica do acetato de celulose.

Figura 11 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas da membrana de celulose pura
e EDS.
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Legenda: (a) Fotomicrografias das superficies ndo ativas da membrana de celulose
pura, AC puro; com 500x; (b) Espectro de EDS da imagem da fotomicrografia (a); (c)
Fotomicrografias das superficies ndo ativas damembrana de celulose pura, AC puro;
com 2000x; (d) Espectro de EDS dos pontos 1 e 2 da imagem da fotomicrografia (c).
Fonte: A autora, 2024.

A Figura 12 apresenta a microscopia e andlise EDS da membrana B0/100-30, sem

adicdo de TEOS. As fotomicrografias das imagens nas Figuras 12(a) e 12(b), com uma
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ampliacdo de 500x, fornecem uma visdo representativa, enquanto o espectro EDS da imagem
completa revelou a presenca predominante de oxigénio e carbono, com indicios de silicio e
titinio. Observando a escala, se ajustada como mostrado na Figura 12(d), poderia haver picos
mais pronunciados de titanio e silicio. Além disso, os espectros pontuais em diferentes regides
da imagem ampliada 2000 vezes, como mostrado nas Figuras 12(c) e 12(d), confirmam a
existéncia apenas de carbono e oxigénio, que sdo componentes da estrutura polimérica do

acetato de celulose.

Figura 12 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas membrana B0/100-30 e EDS.
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Legenda: (a) Fotomicrografias das superficies ndo ativas membrana B0/100 - 30, com
500X; (b) Espectro de EDS da imagem da fotomicrografia (a); (c)
Fotomicrografias das superficies ndo ativas da membrana de celulosepura,
membrana B0/100 — 30; com 2000X e (d) Espectro de EDS dos pontos 1 e 2
da imagem da fotomicrografia (c).

Fonte: A autora, 2024.
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A fotomicrografia nas Figuras 12(c) e 12(d), com ampliacao de 2000x, mostra o espectro EDS
da imagem completa, indicando a presenca predominante de oxigénio e carbono, com indicios de
silicio e titanio. J4 na andlise pontual, o ponto 1, que apresenta um tom de cinza mais escuro e representa
a maior parte da membrana, revelou quantidades significativas de silicio e titanio.

Ao avaliar a amostra B50/50-30, que possui iguais quantidades de TEOS e APTES, o espectro
EDS da imagem inteira, com ampliacdo de 500 vezes, apresentou um pequeno pico de silicio e uma
quantidade minima de titdnio, conforme mostrado nas Figuras 13(a) e 13(b). Diferente das outras
amostras, esta nao exibiu varia¢des de contraste na imagem ampliada 2000 vezes, Figura 13(c). A
andlise por energia dispersiva de raios X mostra que os picos e as intensidades dos espectros pontuais

foram similares.

Figura 13 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas membrana B50/50 — 30 e EDS.
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(c) Micrografia BS0/50 — 30 2000 X (d) EDS dos pontos 1 e 2

Legenda: (a) Fotomicrografia da superficie ndo ativa da membrana B50/50-30, com
500X; (b) Espectro de EDS da imagem da fotomicrografia (a); (c)
Fotomicrografia da superficies ndo ativa da membrana de celulose pura,
membrana B50/50-30; com 2000X e (c) Espectro de EDS dos pontos 1 e 2
da imagem da fotomicrografia (c).

Fonte: A autora, 2024.
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A amostra B100/0-30 foi sintetizada sem o uso do alcoxido APTES, empregando
apenas os alcodxidos TEOS e TiPOT. Os espectros EDS da imagem completa, com ampliagdao
de 500 vezes, mostrados nas Figuras 14(a) e 14(b), assim como os espectros dos pontos
especificos realizados com ampliagcdo de 2000 vezes, nas Figuras 14(c) e 14(d), foram similares.
Mesmo no ponto com tom de cinza mais claro, o espectro EDS mostrou-se semelhante ao ponto
2, com tom de cinza mais escuro, € ao espectro da imagem completa com ampliacao de 500

VEZES.

Figura 14 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas membrana B100/0-30 e EDS.
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(c) Micrografia B100/0 — 30 2000 X (d) EDS dos pontos 1 e 2

Legenda: (a) Fotomicrografia da superficie ndo ativa da membrana B100/0-30, com
500X; (b) Espectro de EDS da imagem da fotomicrografia (a); (c)
Fotomicrografia da superficie ndo ativa da membrana de celulosepura,
membrana B100/0-30; com 2000X e (c) Espectro de EDS dos pontos 1 e 2
da imagem da fotomicrografia (c).

Fonte: A autora, 2024.
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A analise por energia dispersiva de raios X (EDS) ndo € quantitativa. Devido as
diferencas de nivel nas superficies das amostras, o detector pode registrar variacdes na
intensidade dos elementos quimicos. Além disso, a técnica possui um limite de deteccdo, o que
pode impedir a identificacdo de determinados elementos quimicos presentes em baixas

concentragf)es na amostra.

3.4. Avaliacdao da viabilidade celular

A Figura 15 apresenta a porcentagem de viabilidade das células da linhagem J774A.1
em relacdo aos diferentes discos testados, comparados com o controle de crescimento. De
acordo com a norma ISO 10993-5, se a viabilidade celular for inferior a 70%, o material é
considerado potencialmente citotoxico. Com base nessa normativa, os dados mostrados na
Figura 15 indicam diferentes taxas de atividade citotoxica para os materiais testados. No
entanto, todas as membranas sintetizadas apresentaram uma viabilidade celular superior a 70%,
indicando que ndo possuem potencial citotdxico.

Figura 15 - Porcentagem de crescimento celular da linhagem de macréfagos murinos
J774A.1 frente a diferentes ativos e DMSO em relagdo ao controle de crescimento.
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Fonte: A autora, 2024.
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3.5. Teste biomimético

As solugdes similares ao fluido corpéreo (SBF) tém sido amplamente utilizadas apds a
constatacdo de que elas permitem a formacao de diferentes fosfatos de célcio in vitro, sem a
necessidade de células vivas. A parte mineral do tecido 6sseo € formada por fosfato de célcio,
incluindo hidroxiapatita e seus substituintes, como fluorapatita e carbonato apatita. As solugdes
similares ao fluido corpéreo sdo misturas de sais inorganicos presentes no plasma sanguineo.
Observando a formacao de tecidos 6sseos em organismos vertebrados, muitos materiais foram
sintetizados através de processos biomiméticos em SBF a 37 °C, imitando a precipitagcdo
heterogénea de fosfatos de cdlcio em substratos organicos, inorganicos e metalicos (Holt, 1988;
Resende, 2007). Esses processos biomiméticos t€ém sido utilizados para revestir implantes de
ligas metdlicas, acelerando a osteointegracdo apds a cirurgia e diminuindo o tempo de
recuperagdo dos pacientes (Kim, 2024; Shalini, 2023).

Os materiais biocompativeis podem ser bioinertes ou bioativos; os bioinertes formam
tecido fibroso apds a implantagao, enquanto os bioativos formam tecido dsseo na sua superficie
(Platt, 2013). Para determinar se um material é bioativo, ele é submerso em SBF a 37 °C. O
teste de bioatividade € similar aos processos de revestimento biomimético (Lobo, 2024).

Existem diferentes formulagdes de solucdes similares ao fluido corpéreo na literatura,
variando em tipos de ions, concentracdes e se sdo tamponadas ou ndo. Embora sejam
frequentemente referidos como fluidos similares ao corpdreo devido a sua turbidez, todos esses
fluidos contém {ions de célcio e fosfato, permitindo a precipitagdo de fosfato de célcio se o
material for bioativo. Estudos indicam que, para formar fosfato de calcio na superficie e avaliar
a bioatividade dos materiais, é necessario que o fluido contenha apenas ions de calcio e fésforo
a 37 °C. Portanto, iniciou-se a utilizacao de fluidos simplificados (Holt, 1988; Kim, 2024; Lobo,
2024; Platt, 2013; Resende, 2007; Shalini, 2023). Neste estudo, foi utilizado um fluido
simplificado preparado com fosfato de potassio e cloreto de calcio para avaliar a bioatividade
das membranas, ou seja, a formacdo de fosfato de célcio na superficie das membranas.

Os testes biomiméticos, que envolvem a imersao das amostras no fluido simplificado a
37 °C por diferentes periodos, foram realizados em todas as composi¢cdes das membranas
sintetizadas, com 30 e 45 dias para caracterizacdo por infravermelho. Apenas duas
composi¢oes, B0/100-30 e B100/0-30, foram caracterizadas por microscopia eletronica de
varredura acoplada com EDS apés 18 dias de teste biomimético.

A fotomicrografia da membrana B0/100-30 € mostrada na Figura 16, onde o espectro
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de EDS revela picos de baixa intensidade de célcio e fdsforo, correspondentes a imagem
completa. Este resultado refere-se a imagem com ampliacdo de 500X, que tem maior
representatividade. Nao foram observados silicio e titdnio no espectro de EDS na superficie
desta amostra, indicando que a camada de fosfato de célcio formada nao € suficientemente fina
para permitir a deteccio dos elementos constituintes da membrana. Antes da imersao no fluido
simplificado, os elementos silicio e titdnio foram detectados nos espectros de EDS, conforme

mostrado na Figura 12.

Figura 16 - Fotomicrografias das superficies ndo ativas da membrana de acetato de
celulose B0/100-30, 500X e EDS da imagem completa.
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Legenda: (a) Fotomicrografias das superficies ndo ativas da membrana de acetato de
celulose B0/100-30, com 500X; (b) Espectro de EDS da imagem completa.
Fonte: A autora, 2024.

A Figura 17 apresenta os resultados pontuais da imagem da membrana B0/100-30, com
ampliacdo de 2000X, confirmando a presenca dos elementos cdlcio e fésforo em apenas um
ponto da superficie, indicando uma formagdo nao uniforme do fosfato de cdlcio. Apesar dessa
nao uniformidade, os resultados sdo promissores, pois mesmo em um curto periodo de teste

biomimético, € possivel observar indicios de bioatividade.
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Figura 17 - Fotomicrografias da superficie ndo ativa da membrana de acetato de celulose
B0/100-30, com 2000X e EDS pontual.
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Legenda: (a) Fotomicrografia da superficie ndo ativa da membrana de acetato de celulose

B0/100-30, com2000X; (b) Espectro de EDS pontual.
Fonte: A autora, 2024.

A membrana contendo apenas TEOS e sem APTES, designada como B100/0-30, ndo
apresentou picos de célcio e fosforo no espectro de EDS da imagem completa, conforme a
Figura 18. Além disso, os elementos silicio e titAnio também ndo foram detectados no espectro
de energia dispersiva de raios X, o que sugere a possibilidade de problemas na andlise, como
variagOes de nivel na superficie da amostra. Antes do teste biomimético, os elementos silicio e

titdnio foram detectados, embora com intensidades pequenas, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 18 - Fotomicrografia da superficie ndo ativas da membrana de acetato de celulose
B100/0-30, com 500X e EDS da imagem completa.
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Legenda: (a) Fotomicrografia da superficie ndo ativas da membrana de acetato de
celulose B100/0 — 30, com500X; (b) Espectro de EDS da imagem toda.
Fonte: A autora, 2024.

A Figura 19 apresenta os resultados pontuais da imagem da membrana B100/0-30, com
ampliacdo de 2000X, confirmando a presenga dos elementos cdlcio e fosforo na superficie desta

membrana.

Figura 19 - Fotomicrografia da superficie ndo ativas da membrana de acetato de celulose
B100/0-30, com 2000X e EDS pontual.
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Legenda: (a) Fotomicrografia da superficie ndo ativa da membrana de acetato de
celulose B100/0-30, com2000X; (b) Espectro de EDS pontual.

Fonte: A autora, 2024.
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Em todos os espectros de infravermelho das membranas sintetizadas, apds 45 dias de
testes biomiméticos, observa-se um aumento expressivo na intensidade de vérios picos em
diferentes nimeros de onda, conforme mostrado pelos espectros de cor azul na Figura 20. Como
ndo se espera nenhuma modificacdo quimica das membranas a 37 °C, acredita-se que esses
aumentos sdo decorrentes da deposicao de fosfatos de célcio, que se sobrepdem aos picos das

membranas de acetato de celulose.

Figura 20 - Comparacao dos espectros de Infravermelho das quatro composi¢des das
membranas de acetato de celulose sintetizadas e imersas por 15, 30 e 45 dias em fluido
simplificado na temperatura de 37 °C.
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Software: Scidavis, v.2.4.0.

Fonte: A autora, 2024.

Ao avaliar os picos azuis dos espectros da Figura 20 em conjunto com a Tabela 5,
constatamos que muitos desses picos estdo associados a fosfatos de célcio. A estrutura cristalina

denominada hidroxiapatita é o fosfato de cdlcio mais conhecido e possui a estrutura cristalina
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mais estdvel. Quando se fala da parte mineral dos tecidos dsseos, geralmente refere-se a
hidroxiapatita, embora outros fosfatos de célcio possam estar presentes. Entre os diferentes
tipos de fosfatos de calcio, encontram-se o fosfato de cdlcio amorfo (ACP), o fosfato octacélcico
(OCP), os fosfatos tricalcicos (TCP), o pirofosfato de célcio (CPP), a monetita (CaHPO4) e a
hidroxiapatita. Cada um destes possui diferentes razdes de cdlcio e fésforo.

Na estrutura da hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2), podem ocorrer substituicdes nos
grupamentos fosfato e hidroxila, formando variagcdes como carboapatita e fluorapatita. Esses
compostos desempenham diferentes fungdes no organismo e podem participar na formagao e

regeneracgdo do tecido 6sseo (Gomes et al., 2012).

Tabela 5 - Principais picos apresentados nos espectros de infravermelho da Figura 20.

Pont Posicao das bandas cm”
1

1748
1365
1234
1170
1030
900

| m| O O W e

Fonte: A autora, 2024.

Ao avaliar os picos azuis dos espectros, constatamos muitos picos associados a fosfatos
de calcio. A hidroxila pode ser representada pelo pico em 1748 cm™, que geralmente aparece
como um multiplo, conforme mostrado na Figura 20. O pico em 1365 cm™ pode ser atribuido
a deformacgdo assimétrica do grupamento P-CHs, que estad préximo ao valor de 1385 cm™
relatado na literatura (Lobo, 2024). Este pico também pode ser atribuido ao grupamento
carbonato. A carbonato apatita ¢ representada por um pico largo entre 1390 e 1515 cm™,
observado na amostra B50/50-30, além do pico em 1433 cm™, que aparece com pouca
intensidade nas outras amostras, € do pico em 842 cm™, bem definido em todas as amostras.
Uma banda claramente resolvida em aproximadamente 1234 cm™, correspondente a
deformacdo P—O—H, sobrepde-se a regido de alongamento dos fosfatos (Holt, 1988). Os picos
em 1170 e 1030 cm™ podem estar relacionados ao grupamento P-O da monetita, sendo

encontrados picos em 1157 ¢ 1023 cm™* por Lobo, 2024. Além disso, o pico em 1030 cm™ ¢
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caracteristico do alongamento assimétrico do grupamento de fosfato, PO4+*".

Diante destes dados, € bem provdvel que tenhamos carbonato apatita na superficie das
membranas. Este argumento é refor¢ado pela facilidade de formacgao de carbonato apatita, um
dos fosfatos de cdlcio que participa do inicio da regeneracio dssea ou da formagao dos tecidos
dsseos. Assim, apds 45 dias, a superficie das membranas contém fosfato de cédlcio, confirmando
a obtencdo de um material bioativo.

A Figura 21 mostra os pontos em aproximadamente 1440 e 850 cm™, além da banda
larga entre 1533 e 1437 cm™', na amostra B50/50-30; todos esses s@o caracteristicos do
carbonato, indicando a formagdo de carboapatita. Na formacdo do tecido 6sseo, a carboapatita
€ a estrutura precursora. Por isso, é importante enfatizar esses picos pouco intensos, mas
caracteristicos da carboapatita, indicando que o material é realmente bioativo e pode ser

utilizado para acelerar a osteointegracao.

Figura 21 - Restricao de 2000 a 700 cm-1 dos espectros de Infravermelho, da Figura 20,
das quatro composi¢des das membranas de acetato de celulose sintetizadas e imersas
por 15, 30 e 45 dias em fluido simplificado na temperatura de 37 °C.
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Fonte: A autora.
Software: Scidavis, v.2.4.0.
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4 DISCUSSAO GERAL

As caracterizagdes da viabilidade celular e da bioatividade das membranas sintetizadas nesta
dissertacdo representam um avanco significativo nos trabalhos do grupo de pesquisa. A confirmacado da
ndo toxicidade e das propriedades bioativas das membranas permite direcionar as pesquisas para
aplicacdes na area da saide. As membranas de acetato de celulose sdo conhecidas por sua alta
flexibilidade, tenacidade, resisténcia quimica, resisténcia mecanica e alta solubilidade em solventes
organicos. Agora, com a adi¢do das caracteristicas de bioatividade e ndo toxicidade, estas membranas
podem ser avaliadas para promover a interacao entre a estrutura e as células, facilitando a regeneragio
e o crescimento celular.

Materiais bioativos induzem a osteocondutividade e a osteointegracao, acelerando os processos
de regeneracdo Ossea na engenharia de tecidos Osseos. A capacidade das membranas de acetato de
celulose de suportar esses processos, aliada as suas propriedades fisicas e quimicas favoraveis, as tornam
candidatas promissoras para aplicagdes biomédicas, especialmente em implantes e dispositivos para a
regeneracdo de tecidos. A pesquisa futura pode explorar mais detalhadamente os mecanismos pelos
quais essas membranas interagem com as c€lulas e tecidos, além de otimizar suas propriedades para

aplicagdes especificas na medicina regenerativa.
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CONCLUSAO

As composi¢des das membranas sintetizadas neste trabalho apresentaram espectros de
infravermelho similares aos obtidos em estudos anteriores do grupo de pesquisa, bem como aos
descritos por outros autores na literatura. Observou-se variagdo na cor € na textura entre as
membranas, sugerindo possiveis diferencas na composi¢do superficial ou nas condi¢Oes de
sintese. Nas andlises termogravimétricas, todas as membranas exibiram trés eventos de
decomposic¢do, ocorrendo em faixas de temperatura semelhantes. A membrana com composi¢ao
pura e sem TEOS, identificada como B0/100-30, destacou-se por apresentar maior variacdo de
entalpia na etapa de degradacdo da celulose, o que sugere uma maior estabilidade térmica.

Adicionalmente, a membrana pura exibiu variacdes de contraste na superficie ndo ativa,
porém os espectros de EDS pontuais ndo revelaram variacoes significativas. J4 na composicao
sem TEOS (B0/100-30), foi detectado um teor mais elevado de silicio, conforme apontado pelas
andlises de EDS. Todas as membranas sintetizadas demonstraram viabilidade celular acima de
70%, o que indica auséncia de potencial citotdxico. Apds 45 dias de testes biomiméticos, todas
as membranas apresentaram picos caracteristicos de grupamentos funcionais de fosfatos e
carboapatita.

Duas composi¢des, B0O/100-30 e B100/0-30, mostraram picos de fosfato e carboapatita
J4 apos 18 dias de teste biomimético, refor¢cando suas propriedades bioativas. Assim, todas as
composi¢des de membranas sintetizadas foram confirmadas como bioativas e nao citotéxicas,
destacando seu potencial promissor para aplicacdes na drea da saide, com especial relevancia

para regeneragdo Ossea e engenharia de tecidos.
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