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RESUMO

O oxido de grafeno (GO) é um nanomaterial que possui ha sua supericie grupos epoxi,
hidroxilas, carbonilas e carboxilas e esses grupos promovem interacdes bioldgicas
sendo possivel a utilizagdo como revestimento na engenharia tecidual. Sendo assim
o presente trabalho teve como objetivo produzir nanocompositos contendo polimeros
e GO como suporte, afim de avaliar o crescimento tridimensional de células, matriz
extracelular e diferenciacéo celular. O GO foi produzido segundo Salles (2020), onde
o grafite foi oxidado com KMnO4 em meio de acido sulfurico. Para os nanocompositos,
duas técnicas foram utilizadas: evaporacéo de solvente e prensa hidraulica. Apos, os
mesmos foram caracterizador pela técnica de Difracdo de Raios X (DRX) e ensaios
de viabiliadade celular in vitro de MTT. Pelos resultados obtidos, o método de
evaporacao de solvente néo foi eficaz para a formacado dos nanocompositos. Ja o
meétodo de prensagem do polimero:GO mostrou-se rapido e eficiente.

Palavras-chave: Cultura Celular; Nanomateriais de Carbono; Polimeros.

Eixo Tematico: Tecnologia, Inovacédo e Desenvolvimento Sustentavel (TIDS).
1. INTRODUCAO

O carbono é um dos elementos mais abundantes existentes na natureza e pode
ser encontrado em diversas formas alotrépicas estaveis que variam do diamante, o
carbono amorfo, grafite, nanotubo de carbono, fulereno e o grafeno (DRESSELHAUS,
2004).

O grafeno consiste em uma folha plana de atomos de carbono, densamente
compactados e com espessura de apenas um atomo, configurados em uma estrutura
cristalina hexagonal semelhante a favos-de-mel, possuindo propriedades Unicas,
como alta condutividade térmica e mobilidade de carga, elevada resisténcia mecanica,
modulo de elasticidade e alta area superficial (NUNES FILHO, 2021).

Ja o 6xido de grafeno (GO) € um nanomaterial que possui em sua superficie
grupos epoxi, hidroxilas, carbonilas e carboxilas, esses grupos promovem interacdes
bioldgicas, permitindo a sua utilizagdo como revestimento na Engenharia Tecidual, a
partir disto, diversas pesquisas avaliam a incorporagéo de cargas de GO em polimeros
e avaliam a sua influéncia sobre o nanocompaosito resultante (Rhoden et al, 2017).

Os nanocompdsitos poliméricos tém atraido grande interesse, visto que estes
apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes entre 0s micro e macro-
compasitos, em comparac¢do com os polimeros puros, 0s nanocompositos poliméricos
apresentam uma série de propriedades diferenciadas, tais como propriedades de
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barreira, aumento do médulo de elasticidade e da forca de tracdo, retardancia a
chama, resisténcia a corrosao (Rhoden et al, 2021).

Além disso o0s biopolimeros séo bastante utilizados por sua boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade como por exemplo a quitosana que vem
sendo bastante investigada por ser um biopolimero natural encontrado em
exoesqueletos de crustaceos, que se dissolve facilmente em 4cidos orgéanicos diluidos
e que tem capacidade de formar filmes, fibras ou géis (LAVORGNA, 2010).

Além dos biopolimeros também s&o utilizados copolimeros, como o Eudragit
sendo derivado do acido acrilico e éster metilico do acido metacrilico. Atualmente,
esse copolimero possui aplicagdo na area de liberacdo controlada de farmacos,
citocompatibilidade, biodegradabilidade e estabilidade em meio aquoso (em solucfes
de pH < 6.5) (PATRA, 2017)

2. METODOLOGIA
Producédo do 6xido de grafeno (GO)

O GO foi preparado conforme Salles et al (2020), um método adaptado de
Hummers. Neste método o grafite € oxidado pelo tratamento com KMnOa4 na presenca
de H2S0O4 concentrado.

Inicialmente foram pesados em um bequer de 500 mL 1,0 g de grafite em pé
(Sigma-Aldrich, <20 um, flakes) e adicionados 23,0 mL de H2SO4 concentrado (P.A,
95-98%, Synth) e 0,5 g de NaNOs (P.A, Merck) (Figura 1 a). O bequer contendo a
mistura mencionada acima foi colocado em banho de gelo e com agitagcdo magnética.
Lentamente foram adicionados 3,0 g de KMnOa4 (P.A., Synth), mantendo-se a mistura
sob forte agitacdo magnética por 60 minutos, em seguida, 46,0 mL de agua destilada
foram adicionados, lentamente, evitando aquecimento no meio reacional (temperatura
nao ultrapasse 90°C).

A mistura foi mantida em agitacdo por 15 minutos, e apos foram adicionados
10,0 mL de H202 (P.A., 30% v/v, Vetec) e 140,0 mL de agua deionizada (Figura 1 b).
O material resultante sélido (GO) foi filtrado e lavado com 250,0 mL de uma solucgéo
5,0% v/v de HCI (P.A., Synth) e entdo lavado com agua destilada inUmeras vezes, até
atingir pH neutro (Figura 1 c).

Apbs esta etapa o mesmo foi mantido em temperatura ambiente para secagem
total, para entdo dar inicio as caracterizacfes e producdo dos nanocompagsitos.

Producéo dos nanocompaositos

Na producdo dos nanocompdsitos, foram utilizadas duas técnicas, sendo elas:
a técnica de evaporacao de solvente e producado com uso da prensa hidraulica.

Nanocompasitos por evaporacéao de solvente

Inicialmente foram utilizados os polimeros Quitosana de baixo peso molecular
e Eudragit RS 100, na proporcéo de 1:0,05 e 2:0,05 de polimero:GO. Nesta técnica
houve uma dificuldade com os hanocompésitos contendo o polimero Eudragit, pois o
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filmes formados apds eliminar o solvente, ficou aderido a placa de petri, sendo dificil
a retirada do mesmo, obtendo-se apenas filmes de GO:Quitosana.

Figura 1: a) producéo do oxido de grafeno (GO) b) GO antes da filtragem c) Processo de
filtragem do GO.

Nanocompdsito contendo Quitosana

Para solubilizacdo da quitosana foi em uma solucdo contendo 1% de acido
acético em agua destilada. Ambos foram mantidos em agitagdo constante até a
solubilizacdo completa do polimero, para entdo unir o GO onde esta solucdo foi
despejada em uma placa de petri até evaporacéo total do solvente.

Nanocompdsito contendo Eudragit RS 100

Para solubilizagédo do Eudragit foram utilizados 10mL de acetona, sendo uma
parte para solubilizacdo do polimero e outra para dispersdo do GO, ambos foram
levados em agitacdo constante até solubilizacdo total do polimero, e entdo feita a
unido com o GO, apoés isso a solugéo foi despejada em uma placa de petri para
evaporacao do solvente, conforme figura 2.

Figura 2: Nanocompdsitos contendo eudragit e GO
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Nanocompadsitos produzidos por prensa

Nesta técnica é utilizado o equipamento chamado de prensa hidraulica manual,
0 qual consite em formacdo de um fime, conforme mostrada na figura 3. Foram
utilizadas as mesmas propor¢cdes de polimero:GO (1:0,05 e 2:0,05). Nesta técnica a
amostra foi prensada utilizando uma carga de 5 toneladas para a producédo dos
nanocompositos, mantidos por 3 minutos.

Figura 3: imagem do equipamento e porta amostra contendo polimero

Os nanocompaositos obtidos estdo apresentados na figura 4.

Figura 4: Nanocompdésitos obtidos por meio da prensa hidraulica

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Caracterizagdo dos nanocompaositos

Os nanocompositos foram caracterizados pela técnica de difracdo de Raio X
(DRX), o qual nos permite identificar os picos caracteristicos de cada material presente
na amostra e também conhecer o tipo de estrutura cristalina dos materiais.
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Na caracterizacdo dos nancompositos produzidos pela técnica de evaporacéo

de solvente foi possivel perceber que na propor¢do 1:0,05 (quitosana:GO) (figura 5 a),

o difratograma ndo apresentou 0 pico caracterisco da quitosana (20 = 20°). Ja na

concentracéo de 2:0,05 (quitosana:GO) foi possivel identificar o pico caracterisco da
quitosana e do GO (26 = 11°) pelo difratograma da figura 5 b.

a) b)

—— GO:Quitesana (1:2 m/m

—— GO:Quitosana (1.1 m/m);

26 28

Figura 5: a) Difratograma quitosana:GO (1:0,05) b) Difratograma quitosana:GO (2:0,05).

Na caracterizacao dos nanocompositos obtidos pela prensa hidraulica, foram
obtidos resultados de 8 amostras, sendo elas brancas e contendo GO. A figura 6
apresenta o difratograma da amostra contendo 0,1g (a) e 0,2g (b) de quitosana (26 =
20°), e GO:Quitosana 1:0,05 (c) e 2:0,05 (d) (26 = 11°).

a) b)
h
WMJWM
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c) d)
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Figura 6: a) Difratograma 0,1g de quitosana b) Difratograma 0,29 de quijtZ)sana c¢) Difratograma 0,1g
de GO:Quitosana b) Difratograma 0,2g de GO:Quitosana.

Nanocompositos de Eudragit
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O difratograma da figura 7 apresenta a difracdo de Raio X do nanocompdsito
Eudragit 0,19 (a) e 0,29 (b) e GO:Eudragit (c-d). Segundo a literatura Aceves (2000),
a falta de picos definidos resulta em um carater amorfo, esperado para o polimero.
Nos difratogramas foi possivel identificar o pico caracteristico do GO em 26 = 11°.

a) b)
]
M W"W
i) ]
10 20 b 30 20 10 20 2 30 40
c) d)

(G O-Eudragit(1:2 m/m
-

. . . , T v T )
10 20 20 10 10 0 10 40
~a el

Figura 7: a) Difratograma 0,1g de Eudragit b) Difratograma 0,2g de Eudragit c) Difratograma 0,1g de
GO:Eudragit b) Difratograma 0,2g de GO:Eudragit

Ensaio In vitro

Para o ensaio de MTT as amostras foram testas em células de queratinécitos
humanos (figura 8). O método foi realizado de acordo com Mosmann (1983). A enzima
succinate desidrogenase presente em células viaveis que metabolizam o reagente
MTT ¢é adicionado nos pogos 20 pyL (5 mg/mL de PBS) onde éconvertido em MTT
formazan apds 4 horas de incubacdo. O sobrenadante é retirado e entdo adicionado
200 pL de dimetilsulféoxido para solubilizar os cristas de cor purpura. A leitura é feita
em aparelho de ELISA no comprimento de onda de 570 nm.
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Quanto ao teste de viabilidade celular, 0 nanocompdésito apresentou diminuicéo celular
na maior proporgédo de 0,2g de Quitosana, nas maiores concentragdes (30 e 100
pg/mL), conforme figura 8 (b).

a) b)
HaCat 24h HaCat 24h
1.0+ 0 G
0.8 0.8-
5 5
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0.0 0
X s 5 s X S
Branco Quitosana 0,1g (ug.mL) Branco Quitosana 0.2g (g nl)\
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Figura 8: Teste de MTT:Eudragit 0,1 e 0,2 pg/mL (a-b), Quitosana 0,1 e 0,2 pg/mL (c-d)
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Figura 9: GO:Eudragit 1:0,05 (a) GO:Eudragit 2:0,05 (b) GO:Quitosana 1:0,05 (¢) GO:Quitosana
2:0,05 (d).

Para os nanocompdésitos contendo GO, apenas a amostra contendo 2:0,05 de
GO:Eudragit sendo testada nas duas maiores concentracdes (30 e 100 pg/mL)
apresentou diminuicéo na viabilidade celular, conforme apresenta a figura 9.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o nanocompdésito obtido por meio de prensa hidraulica proporcionou
melhores resultados, pois pelo método de evaporacéo do solvente, o filme fica aderido
ao recipiente, dificultando a sua retirada. A técnica de difragdo de raios X mostrou o
quanto o Eudragit € amorfo assim como a presenga do GO no hanocomposito. Quanto
a avaliacdo in vitro, os resultados mostraram que somente o GO:Eudragit 0,29 e
quitosana 0,2g causaram citotoxicidade nas maiores concentracdes utilizadas (30 e
100 ug/mL). Para o nanocompdsito formado por GO:Quitosana, ndo houve morte
celular nas propor¢des avaliadas e tdo pouco nas concentragdes ate 100 pg/mL. Ainda
s80 necessarios mais ensaios in vitro para avaliar a seguranga do nanocompaosito.
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