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RESUMO

A busca de novos biomateriais vem crescendo continuamente nos Gltimos anos
e, neste contexto, a incorporacao do polipirrol (PPy) como um material promissor
para essa funcao apresenta respostas positivas, destacando sua excelente
bioatividade e biocompatibilidade para aplicacdo em engenharia de tecido. A
associagao do PPy com polissacarideos naturais, ressaltando a goma xantana,
gelana e k-carragena, promove um alto potencial para aplicacbes biomédicas,
além do que, uma das vantagens de usar estes polissacarideos, é seu facil
acesso e baixo custo de processamento. O presente trabalho teve como objetivo
principal sintetizar e caracterizar nanocompoésitos a base de PPy incorporado
com polissacarideos naturais, a fim de aprimorar a potencialidade do polipirrol
como suporte tridimensional em aplicagcbes como biomaterial. Um estudo
comparativo preliminar foi s resultados de DRX, FT-IR, TG, BET, MEV e MET e
analises bioldgicas, a metodologia resultante do PPy Il apresentou melhores
resultados para incorporacdo da goma, apresentando uma diferenca apenas
pela incorporacdao do MO na sintese escolhida, além de promover uma melhor
diluicdo das massas das propor¢des das gomas a serem estudadas. A producao
dos nanocompdsitos a partir da metodologia escolhida propiciou um estudo
comparativo para as diferentes concentragdes dos polissacarideos naturais em
relacdo ao PPy. Os resultados obtidos dos nanocompésitos frente as analises
fisico-quimicas mais relevantes como FT-IR, TG, MEV e MET apresentaram uma
diferenca significante em ralagcdo ao PPy sozinho para todas as andlises
realizadas. Com o interesse de conhecer o perfil de suscetibilidade dos
nanocompdsitos aos microrganismos antimicrobianos e celulares, submeteu-se
as bactérias Staphylococcus Aureus e Escherichia coli a técnica de disco difusao
e obteve halos consideraveis em relacdo aos trabalhos da literatura. Para os
ensaios de citotoxicidade frente a células fibroblasticas (L929), todas as
concentragdes das gomas utilizadas foram superiores em termo de viabilidade
celular comparado com os resultados do PPy II.

Palavras-chave: Polipirrol, Polissacarideos, Biomateriais, Scaffolds.



ABSTRACT

The search for new biomaterials has been growing continuously in recent years
and, in this context, the incorporation of polypyrrole (PPy) as a promising material
for this function presents positive responses, highlighting its excellent bioactivity
and biocompatibility for application in tissue engineering. The association of PPy
with natural polysaccharides, highlighting xanthan gum, gellan and k-
carrageenan, promotes a high potential for biomedical applications, besides, one
of the advantages of using these polysaccharides, is its easy access and low
processing cost. The present work had as main objective to synthesize and
characterize nanocomposites based on PPy incorporated with natural
polysaccharides, in order to improve the potential of polypyrrole as a three-
dimensional support in applications such as biomaterial. A preliminary
comparative study was proposed to define the best methodology for the
incorporation of gums, and from the results of XRD, FT-IR, TG, BET, SEM and
TEM and biological analyzes, the methodology resulting from PPy Il showed
better results for incorporation of the gum, showing a difference only by
incorporating the MO in the chosen synthesis, in addition to promoting a better
dilution of the masses of the proportions of the gums to be studied. The
production of nanocomposites from the chosen methodology provided a
comparative study for the different concentrations of natural polysaccharides in
relation to PPy. The results obtained from the nanocomposites in view of the most
relevant physical-chemical analyzes such as FT-IR, TG, SEM and TEM showed
a significant difference in relation to PPy alone for all analyzes performed. With
the interest of knowing the susceptibility profile of nanocomposites to
antimicrobial and cellular microorganisms, the bacteria Staphylococcus Aureus
and Escherichia coli were submitted to the diffusion disc technique and obtained
considerable halos in relation to the works of the literature. For cytotoxicity tests
against fibroblastic cells (L929), all concentrations of the gums used were higher
in terms of cell viability compared to the results of PPy |I.

Keywords: Polypyrrole, Polysaccharides, Biomaterials, Hydrogels.
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1 INTRODUGAO

A ciéncia dos materiais vem crescendo continuamente nos ultimos anos,
devido a diversidade de materiais presentes no cotidiano. A pesquisa em novos
materiais a base de polimeros vem despertando um interesse significativo na
comunidade cientifica, desde o surgimento dos polimeros sintéticos até os
polimeros encontrados na natureza, desempenhando um papel importante em
sistemas bioldgicos com caracteristicas de nao toxicidade e compatibilidade,
quando incorporados na engenharia de tecidos [1,2].

Entre os polimeros sintéticos, os polimeros condutores intrinsecos (PClIs)
tem sido o foco para diversas aplicacdes, uma vez que apresentam uma alta
condutividade elétrica, estabilidade quimica, biocompatibilidade e versatilidade.
As principais vantagens dos PCls séo ser facilimente adaptaveis quando usados
como compdsitos ou blendas poliméricas. Com variados tipos de PCls, o
polipirrol (PPy) se destaca devido a diversidade de aplicabilidade, variando entre
dispositivos o6ticos, absorcdo de alguns tipos de radiagdes, revestimento
anticorrosivo, e também como biomaterial com propriedades bacteriostaticas ou

na engenharia de tecido muscular 6sseo [3-5].

Em meio a diversas aplicagdes existentes vale destacar as possiveis
aplicac6es bioldgicas que possam favorecer o uso do PPy como um biomaterial.
O PPy pode ser utilizado com aplicabilidade biocida, para sistemas
antimicrobianos, tornam-se uma alternativa para os biocidas existentes, como os
antibiéticos. O teste do PPy frente a determinadas bactérias patogénicas,
proporcionam resultados promissores devido principalmente ao seu processo de
sintese usando a polimerizacao oxidativa resultando na formacdo de cargas
positivas. Uma carga positiva € gerada resultante de ligacdes de cerca de trés a
cinco unidades de repeticdo ao longo da cadeia principal e, por consequéncia,
ocorre uma forte interacao eletrostatica com espécies de cargas opostas, como

a parede celular bacteriana [4,6-9].

Outra aplicacao é frente a citotoxicidade in vitro, teste inicial para aplicacéo
de materiais com propriedades biolégicas favoraveis. PPy possui as chamadas

propriedades de resposta, ou seja, mudanca de parametros estruturais, quando



sofre um estimulo que pode ser uma mudanca de temperatura, pH, presenca de
espécies quimicas, dentre outros, permitindo assim entrar na classe de
biomaterial “inteligente”. A biocompatibilidade satisfatoria in vitro e in vivo sao
respostas de uma estabilidade quimica e condutividade elétrica excelente,
guando em condig¢des fisiologicas [5].

Além dessas caracteristicas, dependendo da sua aplicabilidade, o PPy
pode ser ajustado para essas aplicacbes como aerogéis com estrutura
tridimensional, porém para proporcionar essa estrutura e ser aplicado em forma
de scaffolds, o PPy sozinho ndo possui propriedades suficientes, sendo
necessario o uso de outro componente que dependendo da natureza seria
considerado como um comp@ésito ou uma blenda polimérica [10,11]

Os polimeros naturais, como os polissacarideos, vém sendo estudados
devido ao alto potencial em aplicagdes biomédicas quando associados a alguns
PCls, proporcionado melhorar a estrutura desses PCls e promover a formacao
de aerogéis para suporte tridimensional. Dentre eles, vale destacar os
biopolimeros/gomas xantana, gelana e kappa-carragena, obtidas a partir de
microrganismos e plantas. Recentemente, tais gomas foram avaliadas em
diversas aplicacoes como drug delivery e engenharia de tecidos, pela sua facil
disponibilidade, custo de processamento baixo e eficaz, além de apresentarem
uma excelente biocompatibilidade [12,13].

Vale ressaltar que o mercado de biomateriais vem crescendo
continuamente devido a trés fatores principais: 0 aumento da expectativa de vida
relacionada ao envelhecimento da populagéo; o crescimento do poder aquisitivo
devido ao desenvolvimento de alguns paises; e o desenvolvimento tecnol6gico
visando proporcionar a ciéncia novas modificacées ou solugdes para condigdes

médicas vistas como nao trataveis [14,15].

Essas solucbes estdo dentro da engenharia de tecidos que envolve o
desenvolvimento de biomateriais e dispositivos para medicina de maneira que
sejam capazes de interagir com o meio biolégico. Esses biomateriais devem
possuir caracteristicas elétricas, biomecéanicas e bioldgicas compativeis com o
tecido, osso ou Orgao lesionado, além de apresentarem fatores como

bioatividade, biocompatibilidade, adeséo celular, proliferagédo celular [16].



O processo de formacao dos aerogéis passam pela formacao dos hidrogeis
e o acido fitico (PA) contribui de forma segura quando incorporado a outros
materiais e apresenta uma toxicidade nula, sendo atribuido como “verde” para o
meio ambiente. Quando incorporado ao PPy, o PA proporciona a formacao de
poros, além de ser usado como um agente gelatinizante e dopante para formar

uma rede condutora de escala nanométrica dos hidrogeis formados [17-20].

Algumas modificacées nas condi¢des de reacdo para formacdo do PPy,
como pela variacdo da temperatura, acidez ou introdugédo aditivos, como
corantes, afeta tanto a morfologia quanto a condutividade desse polimero. O
alaranjado de metila (MO) proporciona, em baixa concentracdo, uma
uniformidade nos glébulos da morfologia padrdao do PPy, além de orientar a
formacao de nanotubos, na maioria dos casos, classificando esse material

polimérico em um dos mais condutores [17-20].

Este campo cientifico e tecnolégico aplica seus conhecimentos unindo
areas como engenharia, quimica e medicina, a fim de promover desenvolvimento
de novos dispositivos capazes de preservar, restaurar e restabelecer fungdes de
um 6Orgédo ou tecido lesionado. Devido a isto, a area dos biomateriais desperta
grande interesse e necessidade de novas pesquisas a fim de promover novos
materiais e produtos para a area da saude. Com base nessas informacoes, o
presente trabalho tem como principal objetivo, sintetizar e caracterizar
nanocompdsitos de PPy com polissacarideos naturais (gomas) para aplicacao
biol6gica [16].

1.1 Polimeros: conceitos basicos

A palavra polimero origina-se do grego poli e mero, significando
respectivamente muitos e unidades de repeticdo. Os polimeros séao
considerados macromoléculas, ou seja, moléculas de alta massa molecular,
precisamente por apresentarem diversas unidades repetitivas denominadas de
monémeros. Neste contexto, o termo macromolécula se refere a um conceito

mais amplo, relativo ao critério de elevada massa molar [2].

Os polimeros vém sendo estudados continuamente desde o fim da

segunda guerra mundial, com o surgimento de polimeros sintéticos como o0s



plasticos derivando em diversos materiais como fibras, filmes e folhas formando
itens simples ou complexos. Uma parte dos materiais poliméricos podem ser
obtidos naturalmente através do metabolismo de plantas e animais, sendo

exemplos a madeira, borracha, algodao entre outros [1].

Algumas propriedades dos polimeros estdo correlacionadas com sua
estrutura, ou seja, ao tipo de arranjo entre os atomos nas macromoléculas.
Porém, para uma compreensdo de suas propriedades fisicas e quimicas é
necessario levar em consideracao apenas a formacao de ligacoes covalentes,
assim como as interacdes intermoleculares de forcas de Van Der Waals

presentes nas cadeias poliméricas unidas entre si [1].
1.2 Classificacao dos polimeros

Diferentes classificacdes de polimeros sao encontradas na literatura,
portanto uma classificagdo em grupos foi elaborada com base em caracteristicas
em comum, com finalidade de uma melhor abrangéncia no estudo desses

materiais.

1.2.1 Quanto a sua origem

a) Polimeros Sintéticos: sdo materiais produzidos por industrias como
nailon, policloreto de vinila (PVC) e poliestireno (isopor);

b) Polimeros Semi-sintéticos: sao polimeros naturais modificados com
propriedades desiguais a original como a borracha vulcanizada,
nitrocelulose e ebonite;

c) Polimeros Naturais: sdo polimeros extraidos de plantas ou animais, como

madeira, 13, algodao, couro e bactérias;

1.2.2 Quanto a sua composicao

Os polimeros também sao classificados quanto ao nimero de monémeros

formado pelas macromoléculas, representado pela Figura 01:
a) Homopolimeros: sédo aqueles que sao formados por apenas mondmeros
iguais;

b) Copolimeros: formado por dois ou mais monémeros diferentes;



Figura 01— Diferenga representacional entre homopolimero e copolimero.
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Fonte: Autoria propria.

1.2.3 Quanto a sua estrutura.

a) Polimeros Lineares: Sao cadeias poliméricas que ndo apresentam
ramificacoes;

b) Polimeros Ramificados: Sao cadeias poliméricas com ramificacoes;

c) Polimeros Reticulados: Sao redes poliméricas que apresentam ligacdes

entre cadeias lineares individuais, na forma de ligacées cruzadas;

Figura 02— Perfil estrutural dos polimeros.

Linear

QB3B38 33330

Ramificada Ligagdo cruzada

Fonte: Autoria propria.



1.3 Compédsitos e Blendas Poliméricas

Diversos polimeros tém um comportamento fragil e limitado para
determinadas aplicacdes e esse problema pode ser solucionado através de sua
associagcao a outros polimeros ou materiais de outra natureza, combinando as
suas propriedades. Essa associacdo pode ser conceituada de acordo com a
natureza e as propriedades desses materiais, como: compdsitos,
nanocompdsitos, biocompdésitos, blendas poliméricas e aditivos [21].

Os compésitos sao formados por diversos componentes em uma fase
continua, como uma matriz polimérica, em conjunto com uma fase descontinua,
que proporciona um aumento na resisténcia e no esforco do produto final.
Geralmente esses materiais sdo obtidos a partir de outros de natureza quimica
e fisica significativamente distintas. Aditivos s&o substancias que promovem pelo
menos uma mudanga nas propriedades quando incorporados na rede
polimérica, sendo alguns exemplos os lubrificantes, antioxidantes, pigmentos e

plastificantes.

As blendas poliméricas sdo misturas de dois ou mais polimeros de mesma
natureza, que por consequéncia, apresentam combinagdes entre suas
propriedades individuais como propriedades mecanicas, térmicas e quimicas. As
principais vantagens dessa combinagdo, sdo o baixo custo financeiro de
processamento, além da possibilidade de reciclagem. As blendas poliméricas
podem ser do tipo misciveis, homogéneas e com uma Unica transigao vitrea,
bem como imisciveis, com separacao de fases e com varias transicoes vitreas

para cada fase.
1.4 Pirrol/ Polipirrol

O pirrol (Py) foi identificado pela primeira vez em 1834 por F. F. Runge como
um dos constituintes do alcatrdo de carvao e, posteriormente, em 1857, foi
isolado através da pirdlise de residuos 6sseos. Seu home vem do grego pyrrhos
("avermelhado, ardente") em decorréncia da coloracdo vermelha liberada por
uma lasca de abeto quando umedecido com &acido cloridrico, coloracao esta
utilizada como método de detecgao [22—-24].



O pirrol é classificado como um composto heterociclico de cinco membros,
correspondente a formula molecular geral C4H4sNH, seu estado liquido é volatil,
incolor e instavel na presenca de ar, por consequéncia escurece facilmente

sendo necessario uma destilagao antes do uso [22].

Através de mondémeros de pirrol, via oxidagao quimica, o polipirrol (PPy) foi
sintetizado inicialmente em 1916 por A. Angeli e L. Alessandro. Entretanto as
propriedades condutoras foram descobertas em 1979, quando Diaz et al,
sintetizaram o primeiro filme de PPy através de uma polimerizagao
eletroquimica. Por outro lado, as propriedades eletromagnéticas foram descritas
somente em 1985 por Yoshino et al. A estrutura quimica do monémero pirrol e

de sua cadeia resultante PPy estdo representadas na Figura 03 [25-28].

Figura 03 — Representacao das moléculas de Py e PPy.
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Fonte : Autoria propria.

As cadeias de PPy possuem unidades aromaticas ligadas por atomos de
carbono. E um dos polimeros condutores mais frequentemente estudados,
possuindo propriedades de facil controle, tornando-se um dos materiais
promissores para diferentes aplica¢des, devido a uma boa biocompatibilidade,

estabilidade quimica e alta condutividade [4,8,9].

Com o avanco da tecnologia, diversos autores buscaram desenvolver
polimeros extrinsecamente condutores em que a condugdo de eletricidade
ocorresse sem a incorporagao de portadores de carga. Contudo, a busca pela
incorporacdao destes polimeros a outros agentes modificadores levou ao
desenvolvimento dos polimeros condutores intrinsecos (PCls) [29].



O PPy é classificado entre os PCls, que sdo materiais com caracteristicas
isolantes que podem ser dopados ao reagir com agentes oxidantes, redutores
ou acidos fortes. A dopagem faz modificacées quimicas nas redes poliméricas e
em suas propriedades fisicas que, por consequéncia, sao responsaveis pelas
aplicagbes em diferentes campos, como dispositivos o6ticos e eletrénicos,
blindagem eletromagnética, absorcdo de ondas em alguns tipos de radiacgées,
revestimento para protecdo anticorrosdo, emissores de luz, sensores quimicos
e aplicacdo na engenharia dos biomateriais [3,30].

O aumento da condutividade esta correlacionado com o processo de
dopagem, que gera defeitos e deformacdes na cadeia polimérica conhecidos
como polarons e bipolarons. Alguns polimeros que apresentam estados
fundamentais ndo degenerados, como o PPy, fornecem energias entre as
bandas de conducao (de baixa energia) e as bandas de valéncia (de alta energia)
resultantes da formacao de polarons e bipolarons como esquematizada pela
Figura 04 [3,31].

Figura 04 — Representacao da oxidagcao da cadeia aromatica neutra do
PPy e dos estados de energia.
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Fonte : Autoria prépria.



A transferéncia de um elétron via oxidagdo forma o estado eletrénico
resultante da distorcdo da cadeia e da redistribuicdo dos elétrons, denominado
de polaron na quimica dos sélidos. Em condi¢des quimicas, um polaron mimetiza
um ion radical com carga unitaria e, na sua formacdo, a banda de valéncia
continua preenchida, enquanto a banda de conducédo vai estar vazia. Tais
bandas sédo separadas por uma faixa de energia proibida chamada de bandgap,
na qual a separagao entre as bandas de condugao e de valéncia determina as
propriedades elétricas intrinsecas do polimero [25,32,33].

Ao se retirar mais elétrons da cadeia principal do PPy da regido do estado
polaron, gera-se um novo estado eletrébnico —o bipolaron— o qual possui um par
de cargas iguais (com spin = 0). Deve-se ressaltar que a energia de formacéo,
quando dois polarons independentes se formam, é exatamente igual a formacao
de um bipolaron, entretanto a formacao deste diminui a energia de ionizagao do
polimero tornando-o, portanto, termodinamicamente mais estadvel que dois
polarons [25,33].

A facil sintese desse material permite a formacao de uma grande area
superficial, promovendo facilidades em modificacdes para aplicacdes bioldgicas,
biossensores, células solares e administracdo de farmacos. Além dessas
caracteristicas, o PPy possui propriedades elétricas, 6ticas, de oxirredugao para
diversos empregos, como, capacitores eletroliticos, dispositivos eletrocrémicos,
baterias, supercapacitores e sensores [25,32,34].

1.4.1 Principais sinteses de polimerizacdo do polipirrol

O PPy pode ser sintetizado por diferentes métodos experimentais, dentre
eles a polimerizacdo quimica e a eletroquimica. A polimerizacdo quimica
consiste em uma oxidacao, sendo os agentes oxidantes mais utilizados peréxido
de hidrogénio, persulfato de aménio, e alguns sais de metais de transicdo. Na
polimerizacao eletroquimica a oxidacéo € realizada em um eletrodo (substrato
condutor) inerte como platina ou carbono vitreo, via oxidagcdo anddica do
monémero sobre eletrodos inertes como platina ou carbono vitreo [3,35].
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Na polimerizacao quimica, a producéo em larga escala € facilitada por um
baixo custo de processamento, em contraste com a polimerizagéo eletroquimica
que é realizada in situ e retém uma maior condutividade elétrica e limitagao de

produto na area do eletrodo [25,32,36].

Figura 05 — Mecanismo de polimerizacao do PPy [25].

Oxidagdo do pirrol

Formagdo do dimero

Oxidagdo
acoplamento

e rearomatizagao

cadeia

Propagacgdo da l

Fonte: Adaptada de MEDEIRQOS, et al. 2012 [25].

Observando o mecanismo na Figura 05, na primeira etapa, o cation radical
(CaNHs*) é formado tanto pela oxidacdo quimica quanto pela oxidacéo
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eletroquimica do mondémero, chamada de processo de iniciacao.
Posteriormente, ocorre uma reacdo entre dois cations radicais, formando o
dimero que, quando sofre uma segunda desprotonacao, produz o bipirrol. Uma
reoxidacao do bipirrol com outro céation radical inicia o processo de propagacao
que ocorre repetidas vezes, até o processo final de formacdo da cadeia
polimérica de PPy [36,37].

O crescimento das cadeias do PPy acontece em acoplamentos nas
posicdbes 2 a 5 dos atomos de carbono do anel pirrélico, maximizando a
conjugacao entre as ligacoes simples e duplas. Entretanto, um elevado numero
de acoplamentos provoca uma baixa mobilidade dos portadores de carga, de
forma que cerca de 30%, aproximadamente, das ligacées C-C entre os anéis do
pirrol ndo sao do tipo “ideal” (2,5). Os possiveis defeitos a serem encontrados
no PPy pode ser representado pela Figura 06 [37].

Figura 06 — llustracdo dos possiveis defeitos estruturais do PPy [37].
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Fonte: MAIA, et al. 2000 [37].
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No entanto, é possivel resumir as caracteristicas das polimerizacoes

apresentando comparacbées entre as vantagens e desvantagens dos dois

métodos através da Tabela 01.

Tabela 01— Comparacéao entre a polimerizacao quimica e eletroquimica [38].

Métodos de
polimerizacao

Vantagens

Desvantagens

Polimerizacao
Quimica

Possibilidade de
produgédo em larga
escala;

Modificagdes das
ligagbes covalentes
da cadeia depois da
sintese;

Maior possibilidade
para modificagdes da
cadeia polimérica.

Dificuldade para
producéo de filmes
finos;

Sintese complexa;
Presenca de impurezas.

Polimerizacao
Eletroquimica

Producéo de filmes
finos;

Facilidade de
sinteses;

Moléculas de
polimero condutor
com dopagem
simultanea;
Obtencéao de produto
limpo.

Dificil remocéao da
pelicula sobre a
superficie do eletrodo;
A modificagdes das
ligagbes covalentes da
cadeia apds a sintese é
complexa.

Fonte: GUIMARD, et al 2007 [38].

Ainda que os produtos finais para ambos 0s mecanismos de
polimerizacao sejam os mesmos, sua morfologia e outras caracteristicas estao
ligadas diretamente a rota de sintese que, por sua vez, estard associada a esses

mecanismos, ou seja, a sintese quimica e eletroquimica [37].

Na sintese quimica, o procedimento ocorre com a adicdo de um agente
oxidante no frasco reacional formando o cation radical, sendo que esse agente
oxidante deve possuir um potencial de reducao suficiente para que o monémero
seja oxidado. Geralmente, a condutividade elétrica de polimeros sintetizados por
esse método é mais baixa, em comparacdo aos que sao sintetizados

eletroguimicamente. Em contraste com a sintese quimica, na eletroquimica a
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formacao do cation radical é consequéncia da aplicacdo de potenciais oxidativos
no eletrodo a ser utilizado, formando um polimérico na superficie [1,37,38].

1.5 Polissacarideos naturais

Os polissacarideos sao caracterizados como biopolimeros formados por
um unico ou diferentes monossacarideos (geralmente hexoses) unidos por
ligagOes glicosidicas. Sdo produzidos através de biossinteses em plantas, além
de algas, alguns animais e fungos, podendo adicionalmente ser obtidos via
fermentacao microbioldgica. A nova geracao de polissacarideos de origem
microbianas surgiu em meados de 1950 e, até entdo, somente o0s
polissacarideos originados de plantas marinhas e terrestres faziam parte de seu
grupo representados pela Tabela 02 [39,40].

Tabela 02 — Fontes de alguns polissacarideos [41].

Polissacarideo Fonte
e Alginato algas pardas
Algas e Agaranas algas vermelhas
» Carragenanas algas vermelhas
Exsudato de e Goma Arabica Acacia spp
Plantas e Tragacante Astragalus spp
e Guar Cyamopis tetragonolobus
Sementes e Alfarroba Ceratonia siliqua
e Tamarindo T. indica
Frutas e Pectinas macas e laranjas
Tubé e Amido milho, trigo, batatas
ubérculo, : o
cereais e |nulina chlporla, Jerusalem
artichokes
e Acido humor vitreo de bovinos,
Hialurénico cristas de galinaceos
Animais e Heparina _pulmé_lo de bovino_s e
e Quitina intestinos de porcinos
e Quitosana carapacas de crustaceos
carapacas de crustaceos
Fungos e Glucanas P. ostreatus, Agaricus blazei
e Xantana Xanthomonas ssp
Bactérias e Dextrana Leuconostoc spp
e Gelana Sphingomonas elodea

Fonte

: Adaptada de CUNHA et al, 2009 [41].
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Dentre as diversas aplicacoes, os polissacarideos tém um alto potencial
em aplicacbes biomédicas (por exemplo, drug delivery e engenharia de tecidos)
devido a sua ampla disponibilidade, custo de processamento eficaz além de
apresentar uma excelente biocompatibilidade Dentre os polissacarideos da
Tabela 03, vale destacar os que vao ser estudados no presente trabalho, as
gomas: xantana, gelana e k-carragena [12,13,42].

1.5.1 Goma Xantana

A goma xantana foi descoberta no departamento de agricultura do National
Center for Agricultural Utilization nos Estados Unidos em 1950, através da
bactéria Xanthomonas campestres, encontrada em algumas espécies de repolho
produzindo este polissacarideo extracelular. A producado industrial iniciou em
1960 seguida da sua produgcdo comercial em 1964. Uma série de melhorias
nesse polissacarideo vem sendo estudadas durante sua fabricagdo e,
atualmente, a goma xantana € um dos polissacarideos mais importantes dentre

os disponiveis comercialmente [13,43].

Figura 07 — Estrutura primaria da goma xantana [44].
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Fonte: Adaptada de COSTA et al, 2014 [44] .
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A estrutura primaria da goma xantana é exemplificada na Figura 07,
apresentando formula molecular média de um monémero Caz2.34H49.94028.34, além
de apresentar unidades de repeticdes de B-D-glicose unidas por ligagdes 1-4
(idéntica a da celulose) na cadeia principal. Na posicao C3 de cada unidade de
glicose alternada, encontra-se uma cadeia lateral trissacaridica, contendo

unidades de 1,4-B-D-acido glicurénico, B-D-manose e 1,2-a-Dmanose [45,46].

A alta viscosidade da goma xantana em solucao aquosa é consequéncia
de seu alto peso molecular, de forma que essa caracteristica modifica diversos
sistemas dispersos, aumentando a sua viscosidade e estabilizando a fase
aquosa. Outras caracteristicas que devem ser destacadas sdo a capacidade de
atuar como adsorventes e estabilizantes em diversas faixas de pH. As solucdes
de goma xantana tem um comportamento associado a fluidos ndo newtonianos
e apresentam um desempenho de um material “pseudoplastico”, devido a sua
viscosidade, que é afetada apenas por algumas etapas de tratamento térmicos
[13,47].

A goma xantana atraiu atencdo para aplicagbes como biomaterial
associado a outros materiais com formagao de scaffolds, além de apresentar
uma baixa toxicidade, e por consequéncia, uma excelente biocompatibilidade.
Quando adjunto a outro material, esse biomaterial apresenta uma resposta
melhor a resisténcia mecanica, proporcionando uma inovagdo em formar novos

materiais com diversas aplicacdes na engenharia de tecido [13].

O uso da goma xantana juntamente com outros polimeros ou outros tipos
de materiais para aplicacao em engenharia de tecidos 6sseos é pouco reportado

na literatura, como sera demonstrado nas se¢des posteriores.

1.5.2 Goma Gelana

Durante um estudo em larga escala para identificar novos polissacarideos
via bactérias de solo e agua, a goma gelana foi identificada em 1978 pela CP
Kelco (San Diego, EUA) trazendo excelentes propriedades reoldgicas.
Posteriormente, outras caracteristicas, como gelificante multifuncional,

estabilizante e agente de suspensao, fizeram com que fosse aprovada para uso
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para alimentos e produtos para cuidados pessoais em 1992 pela FDA dos EUA
e da UE (E418) [48].

A goma gelana é um polissacarideo aniénico extracelular produzido através
da fermentacdo microbiana, com elevado rendimento, pela estirpe nao
patogénica das bactérias Sphingomonas elodea ou Pseudomonas elodea, sendo
também excretada com um menor rendimento por Sphingomonas paucimobilis
(ATCC 31461) [49-51].

Na Figura 08 esta representada a goma gelana, possuindo uma estrutura
linear com unidades repetidas dos monossacarideos 1,3 3-D-glicose, 1,4 B-D-
acido glicurénico, 1,4 p-D-glicose e 1,4 a-L-ramnose, a composi¢cao aproximada
dessas unidades € de 60% de glicose, 20% de ramnose e 20% de &acido
glicurénico [50-52].

Figura 08 — Estrutura primaria da goma gelana [52].

. CH,OH COOH CH,0H .
J—o0 0
0
0
OH OH OH OH
| [=—3)-B-D-Glcp-(1—>4)-B-D-GlcpA-(1——>4) - B-D-Glcp-(1—>4)-a-L-Rhap-(1—>], dn

Fonte : Adaptada de PRAJAPATI et al, 2013 [52].

Durante o processo de fabricacdo, a goma gelana tem a capacidade de
suportar estimulos térmicos e acidos, além de ser biocompativel, biodegradavel,
ductil, ndo toxica e possuir carga negativa, produzindo polieletrélitos com
polimeros de carga positiva. Assim como a goma xantana, com uma alta taxa de
cisalhamento, a goma gelana é considerada também um material pseudopléstico
devido as suas propriedades reoldgicas gelificantes, maleabilidade e texturas
[53-55].

Na industria alimenticia, a goma gelana é de grande importancia, entretanto
existem diversos estudos sobre seu potencial como carreador de farmacos e
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algumas modificacbes na sua estrutura. Algumas propriedades podem ser
alteradas para determinada aplicacdo como inchaco, porosidade, estabilidade

mecanica e capacidade de resposta a estimulos fisicos [49,54].

No entanto, a goma gelana vem sendo estudada como um novo biomaterial
para aplicacées de engenharia de tecido, especificamente em fibras e cartilagem
devido a sua versatilidade e eficacia promovendo um estimulo subcondral como

o transplante de células [56].

1.5.3 Goma carragena

A goma carragena é um hidrocol6ide que surgiu na regiao norte da Irlanda
em 1785. A carragena € extraida de algas marinhas vermelhas da familia
Rhodophycea, como Gigartina, Chondrus e Iridaea, fracionadas em mais de 15
tipos, onde o0s pesquisadores propuseram nomenclaturas em grego para
diferencia-las, com base na estrutura quimica do polissacarideo natural [57].

As carragenas do tipo Lambda (A) e Kappa (k) sdo produzidas pela
Gigartinaceae, enquanto a carragena do tipo iota (1) as Solieriaceae. Essa
classificacao é determinada também pelas propriedades fisico-quimicas e seu
processo de fabricacido, valendo destacar algumas diferencas como rigidez,

elasticidade, propriedades reoldgicas e solubilidades [58,59] .

Em geral, a goma carragena possui um peso molecular alto, contendo 15
de a 40% de ésteres de sulfato e unidades alternadas de D-galactose e 3,6-
anidrogalactose (3,6-AG) unidas por ligagdes a-1,3 e p-1,4-glicosidica [58,59].

Por conta desses fatores, pode-se determinar as diferencas dos tipos de
carragenas comercialmente disponiveis, podendo-se afirmar que, quanto maior
0s niveis de éster sulfato, menor sera a forca de solubilizacao e gelificacao em
temperaturas baixas. A goma carragena tipo Kappa contém de 25% a 30% de
éster sulfato e de 28% a 35% de 3,6-AG, a do tipo lota contém de 28% a 35%
de éster sulfato e de 25% a 30% de 3,6-AG e a do tipo Lambda contém de 32%
a 39% de éster sulfato e ndo contém 3,6-AG e estao apresentadas na Figura 09
[58].
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Figura 09 — Estruturas primarias da goma carragena [60].
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Fonte: Adaptada de Dul et al, 2015 [60].

Na literatura, ainda sdo poucos os trabalhos relacionados a goma k-
carragena para aplicacao bioldgica, porém algumas caracteristicas podem ser
reportadas através dos trabalhos existentes como aplicagdes em drug delivery,
formacao de nanocompdésitos, blendas polimericas, excelente
biocompatibilidade e um controle na moldagem para facilitagao das distribuicoes
de células, gerando uma plataforma ideal como um biomaterial para aplicacao
na engenharia de tecidos [58,61-64].

O teor de sulfato presente nas estruturas moleculares dos tipos de goma

carragena do tipo kappa determina as aplicacoes e atividades biol6gicas para
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determinada funcionalidade. A k-carragena possui 0 menor teor de sulfato e
apresenta uma maior biocompatibilidade quando aplicada na engenharia de
tecido, como em cicatrizagdo de feridas. Além dessa caracteristica, a goma
carragena do tipo kappa possui acdo antioxidante e antitumoral. Apesar de ser
biocompativel, alguns tipos da goma carragena sdo usadas para provocar
respostas inflamatérias, o que pode ser explicado por esses tipos aumentarem

a concentragao em percentual de monémeros contento éster sulfato [65].
1.6 Biomateriais

Ha cerca de 9000 anos existem documentos que registram a utilizacao de
biomateriais aceitdveis no organismo do ser humano. Existem diversos relatos
sobre seu uso e, dentre eles, vale destacar: orelhas, narizes e olhos artificiais
em mumias egipcias; reconstrucao de tecidos humanos danificados com uso de
ceras e colas, ha mais de 2000 anos pelos indianos e chineses; fragmentos de
conchas do mar em uma mandibula encontrados em 1931 em Honduras,

apresentado pela Figura 10 [15,66—68].

Figura 10 — Mandibula com pedacgos de conchas do mar [68].

Fonte: RING 1998 [68].

No entanto, o conceito de biomaterial s6 foi introduzido no século XX pois,
mesmo com a existéncia anterior a este século, estudos sobre a interacédo

corpo/biomaterial ainda eram desconhecidos nessa época. Em 1976, na
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conferéncia de consenso da Sociedade Europeia de Biomateriais, esse conceito
foi definido como: “Um material ndo vivo, utilizado como dispositivo médico,
projetado para interagir com sistemas biolégicos”, sendo complementado em
1991: “Todo o material destinado a contactar com sistemas biolégicos para
avaliar, tratar, reforcar ou substituir qualquer tecido, érgao ou funcao do
organismo” [69,70].

Estabelecendo um conceito para biomaterial, os estudos desenvolvidos a
partir do século XX cresceram em conjunto com o desenvolvimento cientifico.
Assim Pires et al, 2005 estabeleceu um ciclo de producdo e aplicagdo para
determinados biomateriais, desde a sua aplicacdo e necessidade cientifica até
seu uso médico, como demostrado pelo fluxograma na Figura 11 [15].

Figura 11 — Fluxograma do clico de vida de um biomaterial [15].
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Duas caracteristicas sdo usadas de forma majoritaria para determinadas
aplicacbes, como a biocompatibilidade, que é a capacidade que o material tem
de desempenhar uma resposta satisfatoria quando inserido no tecido hospedeiro
e a biofuncionalidade, capacidade de exercer a fungdo que foi estabelecida ao
material, pelo tempo necessario [71].

Quanto ao seu tipo, os biomateriais podem ser metalicos, ceramicos,
poliméricos de origem sintética ou natural, biopolimeros, compoésitos e
semicondutores. Os novos biomateriais desenvolvidos para a regeneracao
tecidual 6ssea estéo ligados a alguns fatores: o envelhecimento da populagao;
a ascensao da expectativa de vida; o aumento aquisitivo do padréao de vida de
alguns paises, além da evolugao tecnoldgica [15].

Nesse sentido, o avango no campo ligado ao desenvolvimento tecidual
requer aplicagcdes em areas de medicina regenerativa que possam ter melhorias
mais significativas, como o uso de suportes. Esses suportes, do inglés
“scaffolds” (como sera adotado nesse trabalho) promove uma matriz 3D
biocompativel, além de possuir porosidade, rugosidade, degradabilidade e até
propriedades mecanicas adequadas para sua aplicacao, destacando também a
sua funcéo in vitro como a interacdo, crescimento, estimulacdo, migracéo e

diferenciacdo em meio celular [71,72].

Diversos biomateriais podem ser usados nessa nova geracdo para
producédo em formato de scaffolds 3D na engenharia de tecidos, porém, deve-se
atender a requisitos basicos para essa aplicacdo como agdes nao-antigénicas,
nao-carcinogénicas, nao-toxicas, nao-mutagénicas e alta biocompatibilidade
celular. Essas propriedades tem um efeito significativo sobre a qualidade dos
scaffolds, como a sobrevivéncia celular, o crescimento e até mesmo a

reorganizagao celular em seu entorno [71,72].

Turnbull et al, 2017 apresenta alguns materiais que tém sido empregados
para a fabricacao desses scaffolds, além de alguns beneficios e limitacdes para
cada um deles, essas informagdes estao contidas na Tabela 03 [71] .
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Tabela 03 — Comparagéao entre biomateriais em scaffolds [71] .

Material
de Beneficios Possiveis limitacoes
fabricacao
*As propriedades mecanicas
podem ser modificadas através | *As propriedades mecéanicas
de reticulacao; limitar o uso em construcées de
sLiberacdo controlada  de | suporte de carga;

Hidrogéis | farmaco; A manipulagdo fisica de
*Facilidade de padronizacao | construcoes pode ser dificil;
via impressdo 3D para| +Carregar uniformemente com
mimetizar as microarquiteturas | células pode ser um desafio;
de tecidos;

*Polimeros naturais podem ser | «Polimeros naturais e sintéticos
derivados de matrizes | geralmente carecem de
extracelulares, possuindo uma | propriedades mecanicas;

excelente biocompatibilidade e | sImpurezas patologicas, tais

Polimeros | baixa toxicidade; como endotoxina, podem estar
*Biodegradavel; presentes em polimeros
*Polimeros sintéticos oferecem | naturais;
melhor controle sobre as|<Polimeros sintéticos séo
propriedades fisicas; frequentemente hidrofobicos;
*Possui propriedades
osteocondutoras e | *Duro e quebradico quando
osteoindutivas; usado sozinho;

*Composicado semelhante para | *Pode apresentar taxas de

Ceramicos | hospedar conteddo mineral | degradacdo / reabsorcao
0sseo; inadequadas, com o declinio
*Pode ser entregue na forma | das propriedades mecénicas
de granulos, em pasta ou em | como resultado;
um formato injetavel.

*Propriedades *Fragilidade Inerente;
osteocondutoras e | *Dificil ajustar a taxa de

Biovidros | osteoindutivas; reabsorcao;

«Ja adaptada para prétese | *Potencial para liberacdo de
clinica; ions metalicos toxicos;
*Médulo superior pode levar ao
*Biocompativel; estresse/blindagem;
*Forca superior; *A baixa biodegradabilidade
*Propriedades mecanicas | pode resultar em cirurgia
Metais superiores podem ser | adicional  (comprometimento

vantajosas em situacoes em
que o crescimento lento do
0SS0 é provavel;

do crescimento de tecido);

*A liberagdo secundaria de ions
metalicos pode causar
toxicidade local e distal;

Fonte: Turnbull et al, 2017 [71].
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1.7 Polipirrol e polissacarideos na aplicacao como biomateriais.

Os polimeros biodegradaveis vém despertando interesse na area de
biomateriais por apresentarem uma resposta positiva, além de sua remocgao
posterior ser desnecessaria e ndo causarem rejeicao a longo prazo. Diversas
aplicagbes como suturas, liberacdo controlada de farmacos, scaffolds, fixagdo
de dispositivos ortopédicos e potencial biocida sdo encontradas na engenharia
de tecidos. Esses biopolimeros apresentam uma biocompatibilidade que
normalmente envolvem quatro fendmenos, incluindo o processo de
concentracdo dessa biomacromolécula na superficie, resposta a presencga do

biomaterial, efeito do ambiente corp6reo e a resposta a longo prazo [73].

Nesse sentido, o PPy aparece como uma alternativa para aplicacdes
biomédicas importantes. A possibilidade de ser sintetizado de diferentes formas
ou diretamente sobre algumas superficies metélicas proporciona o uso do termo
“inteligente” para esses biomateriais que, consequentemente, atuam de
diferentes maneiras no corpo humano, como em pele e ossos artificiais, logo

apresentando uma excelente biocompatibilidade [73].

Estudos recentes demonstram que o PPy pode exercer diversos papéis
dentro da aplicagdo geral como biomaterial. Cabuk et al, 2014 estudaram a
atividade antimicrobiana do PPy e seus resultados mostraram uma eficiéncia
para formacdo de biomateriais hibridos, enquanto Humpoli¢ek et al, 2018
fizeram uma comparagéao entre a biocompatibilidade in vitro da polianilina (PANI)
e do PPy usando testes de citotoxicidade, obtendo propriedades bioldgicas
semelhantes [73,74].

Marakova et al, 2016 fez um estudo comparativo da atividade
antimicrobiana da PANI e do PPy, isoladamente, e em conjunto com
nanoparticulas de prata, usando algodao fex-line como suporte. Os autores
chegaram a conclusao de que, em ambos 0s casos, apds a deposi¢ao de prata,
o desempenho antibacteriano foi aperfeicoado e as propriedades dos filmes
revestidos com PPy foram superiores a todos os testes que o revestimento era
com PANI [75]
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Alguns estudos in vivo como o de Fattain et al, 2014 demonstraram a
viabilidade da utilizacdo do PPy na forma de compdsito, consequentemente
ocorrendo melhorias na regeneracao tecidual 6ssea, promovendo estimulos
elétricos em células nervosas e o&sseas. Krug et al, 2019 estudaram
microcapsulas de PPy carreadas com nanoparticulas de ouro para aplicacédo de
imagiologia biomédica. Os resultados demonstraram que o material € um agente
promissor para aplicacées médicas, como tomografia computadorizada e, testes
em in vitro associados ao transporte de farmaco demonstraram a

biocompatibilidade do material [76,77].

Lukasek et al, 2019 realizou um estudo in vitro usando a polimerizacao do
acido 6-(pirrol-3-il) hexandico em microfibras de policaprolactona, com a
posterior fixagdo de uma camada de ciclodextrina na superficie do PPy.
Observou-se que, além de uma excelente biocompatibilidade, o material

demonstrou interagdes significativas com as células [78] .

Ezazi et al, 2018, relatou o desenvolvimento de scaffolds compostos por
PPy, gelatina, hidroxiapatita e vancomicina, para liberagdo controlada de
farmacos. O material apresentou um desempenho promissor nesta aplicacao,
evidenciando que a unido de PPy com os demais componentes promoveu um
efeito ndo toxico sobre células osteoblasticas, mantendo as propriedades

essenciais, como a resisténcia mecéanica [79].

O uso de polissacarideos no desenvolvimento de biomateriais vem
crescendo progressivamente com o avancgo da area. Tiwari, Patil e Bahadur 2018
fizeram uma revisdo sobre alguns polissacarideos em estruturas 3D scaffolds,
destacando alguns estudos com caracteristicas como o favorecimento da
proliferacao celular, processos regenerativos, hidrofilicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e excelentes propriedades mecénicas [80].

Kumar et al 2018 revisaram os trabalhos voltados a aplicacdo da goma
xantana para aplicagdo na engenharia de tecidos. Foram compiladas as
informacgdes relativas a origem da goma xantana, sua estrutura, propriedades,
modificacdo e processamento para a preparagdo dos hidrogéis e/ou dos
scaffolds. Além dessas informacdes, os autores advertiram que, na preparacao

da goma xantana para aplicacao como um biomaterial, 0 processamento usando
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nanomateriais como modificadores € crucial, devido a baixo desempenho

mecanico, proporcionando a formagéao de nanocompositos [13].

Darzi et al, 2012 foram os primeiros autores a estudar a influéncia da goma
xantana com um polimero semicondutor, o PPy, para a formacdo de um
nanocompdsito, utilizando persulfato de aménio (APS) como oxidante. Os
resultados mostraram que a goma xantana aumenta a condutividade elétrica e a
estabilidade térmica do PPy. Posteriormente, Bueno et al, 2015 fez uma
eletropolimerizacdo do PPy sobre hidrogéis de goma xantana, produzindo
scaffolds hibridos eletroativos, apresentando uma maior hidrofobicidade e
rugosidade quando comparado a hidrogéis de xantana puros. Além disso, os
testes desse estudo em células fibroblasticas revelaram uma agédo nao toxica,
proporcionando novas estratégias para a proliferacdo celular de compdésitos
dessa combinagéo [81,82].

Stevens et al, 2016 fizeram um estudo sobre o potencial da goma Gelana
em exercer diversos papeis importantes quando aplicada na engenharia de
tecidos. Em sua revisdo, focalizou-se desde as origens, purificacdo e
modificacdo da goma Gelana, passando pelas op¢des de processamento e
biofabricacao, até o desempenho para aplicacao celular. Destacaram-se o facil
processamento, bem como um grau minimo de citotoxicidade para a goma
“pura”, deixando também o caminho aberto para novos trabalhos envolvendo
modificagées quimicas ou até mesmo a formacdo de compdsitos com outros

biopolimeros [83].

Nos ultimos anos, os estudos referentes a goma Gelana em aplicacdes
médicas vém aumentando gradativamente. Neste contexto, Higgins et al, 2011
descreveram um estudo de revestimentos de eletrodos protéticos neurais a base
de PPy dopado com goma Gelana, a fim de solucionar problemas relativos as
baixas propriedades eletroquimicas, bem como a falta de biofuncionalidade na
superficie desses eletrodos. Os autores observaram que o0s revestimentos
preparados a base de PPy e goma Gelana alcangaram uma melhora significativa
nas propriedades eletroquimicas nos eletrodos protéticos neurais [84].

Berti et al, 2017 desenvolveram trés métodos diferentes de polimerizacao

oxidativa quimica in situ do PPy com a goma Gelana para produzir hidrogéis
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esponjosos, com a finalidade de aplicacdo na engenharia de tecidos musculares
esqueléticos. Em seu estudo, eles comprovaram que os trés métodos levaram a
diferencas significativas quanto a propriedades como porosidade, rigidez e
estrutura microtomografica. Em todos os casos, a aplicacdo em células da
linhagem L929 evidenciou um comportamento nao citotéxico, porém na linhagem

C2C12 a adesao e proliferacao ocorreram em tempos mais curtos [85].

Li et al, 2014 fizeram um estudo sobre artigos ja existentes até sua
publicacdo, com objetivo de reunir e resumir as aplicacbes da goma k-carragena
como sistema de liberacéo controlada de farmacos. Nesse estudo, foi observado
que tal goma tem sido empregada pela industria farmacéutica devido a seu
desempenho na liberacdo controlada oral/transportadora de medicamentos, bem
como o papel estabilizador de micro/nanoparticulas. Além disso, devido a
algumas caracteristicas especiais, como a sua forte carga negativa e gelificacao,
revela-se como um bom agente gelificante e intensificador da viscosidade para
liberacao controlada do farmaco e retencao prolongada [64].

Esmaeili et al, 2014 desenvolveu a sintese de um nano-biocompésito de
PPy e k-carragena para aplicacdo como catalisador catédico em células a
combustivel microbianas, buscando uma alternativa para catalisadores de custo
mais elevado como a platina. A forma esférica do nano-biocompoésitos
demonstrou uma excelente atividade catalitica e uma eficiéncia de cerca de 91%

comparado ao catalisador de platina [86].

A busca de anterioridade sobre a goma k-carragena em conjunto com o
PPy, tornou-se limitada até a presente data. As palavras chaves, “ polypyrrole”,
“carrageenan” e “ biomaterials”, usadas para a pesquisa de artigos, teses e
dissertagdes, demonstraram a escassez de trabalhos voltado para biomateriais
ou qualquer tipo de aplicacao biolégica. Por consequéncia, o presente trabalho
promove uma inovacdo com a incorporacdo da goma k-carragena com O
polimero intrinsicamente condutor, o PPy, via polimerizacdo quimica para

possivel aplicacao bioldgica.
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1.8 Polipirrol como agente antibacteriano.

O termo antibacteriano é usado para determinar a morte ou a inibicao do
crescimento de bactérias. Apesar da existéncia de diversos medicamentos que
apresentam essa funcéao, o tratamento de diversas doencas ainda permanece
com dificuldades [87].

Os polimeros antibacterianos sdo uma nova classe de agentes bactericidas
qgue sao capazes de promover a morte ou a inibicao do crescimento de bactérias
na superficie ou no ambiente que é circundado. Geralmente esses polimeros
possuem caracteristicas como baixo custo, potencial de aumento da resisténcia
mecanica quando dopados com outros materiais, além de reducao da toxicidade
[88,89].

Esses polimeros comegaram a ser conhecidos a partir de 1970, com o
desenvolvimento de novas pesquisas para obtencado de estruturas poliméricas
com acao antimicrobiana, como polimeros possuindo grupos aniénicos em sua
cadeia. Em 2005, Seshadri e Bhat iniciaram um estudo de polimeros condutores
para incorporacdo em sistemas para agentes microbianos, usando o PPy e a
PANI agrupados com fibras téxteis [90—93].

Anteriormente, o PPy foi citado como um dos primeiros polimeros
condutores a serem estudados como agentes antimicrobianos. Um dos aspectos
mais importantes que fazem dele um sistema promissor para essa aplicacao é a
polimerizacao oxidativa, ou seja, a medida que o os mondémeros de PPy séo
formados por oxidagdo, geram-se cargas positivas para cada trés a cinco
monOmeros ao longo da cadeia de PPy [10,11].

Na literatura existem trés tipos gerais de polimeros antimicrobianos:
polimeros biocidas, biocidas poliméricos e polimeros de liberacao de biocidas,
essa classificagao esta exemplificada na Figura 12.
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Figura 12 — Representagdo esquematica das possibilidades de polimeros
antibacterianos com base nos principios de funcionamento de sistemas

macromoleculares [94].

(a) polimeros (b) biocidas (c) polimeros de
biocidas poliméricos liberacdo de biocidas

Fonte: Adaptada de BARZI e IOAN, 2016 [94].

Os polimeros biocidas sdo caracterizados por unidades de repeticées que
funcionam de modo semelhante aos monémeros, por outro lado nos biocidas
poliméricos o principio ativo € composto por macromoléculas sem a exigéncia
das unidades de repeticoes. O terceiro tipo de polimeros antimicrobianos sao os
polimeros que liberam agentes biocidas, ou seja, eles servem como

transportadores desses sistemas ativos até as bactérias [94].

Essas cargas positivas sao responsaveis pela atragao eletrostatica entre
as células antimicrobianas que possuem cargas negativas resultantes das
proteinas de sua membrana (bactérias Gram-positivas) e dos fosfolipidios na
membrana externa (bactérias Gram-negativas). Por conta dessa atracao, os
polimeros carregados positivamente sdo atraidos, e caso se obtenha um caréater
anfifilico, estes serdo capazes de provocar uma perturbacao na parte exterior,
como na membrana citoplasmatica da bactéria, resultando na ruptura da parede

e posteriormente a morte do microrganismo [6,10,11,88,89].
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Sintetizar e caracterizar nanocompdésitos a base de polipirrol incorporado
com polissacarideos naturais, a fim de aprimorar a potencialidade do polipirrol

como suporte tridimensional em aplicagcbes como biomaterial.

2.2 Especificos

e Sintetizar e caracterizar hidrogéis de polipirrol com dois processos
metodoldgicos distintos, a fim de verificar diferencas na morfologia dos
hidrogéis;

e Avaliar o melhor processo metodoldgico de formacao do polipirrol, em
termos morfolégicos e experimentais, para posterior adicdo dos
polissacarideos naturais (gomas);

e Produzir scaffolds a base de polipirrol com diferentes concentracdes
de polissacarideos naturais;

e Analisar e caracterizar os polipirréis puros e os diferentes niveis de
dopagem formados por aerogéis de polipirrol com as gomas, através
das andlises fisico-quimicas DRX, FT-IR, TG, BET, MEV, MET;

e Estudar o efeito da variacao das proporcoes das gomas nos hidrogéis
de polipirrol e dos polipirréis puros, através de ensaios de disco em
atividade microbioldgica;

e Avaliar a influéncia de todas as amostras, frente a citotoxicidade
usando células fibroblasticas (L929) como teste inicial para determinar
o potencial para aplicagdo na engenharia de tecidos musculares.
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As metodologias utilizadas e escolhidas no estudo foram resumidas e

esquematizadas através do fluxograma apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Fluxograma das metodologias adotadas.

Metodologias

PPy |

PPy Ii

u Caracterizagao dos Brancos

Aplicagdo Bioldgica

Incorporagédo das Gomas
i

Caracterizacdo dos Nanocompositos
|

Aplicagao Biologica

Fonte: Autoria propria.

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados no presente trabalho estao contidos na Tabela 04.

Tabela 04 — Lista de reagentes.

Reagente Fonte
Pirrol 99%, Acros Organic
Alaranjado de metila Dinamica
Persulfato de aménio Sigma
Goma xantana 200 MESH Synth
Isopropanol P.A. NEON
Goma gelana Sigma
Acido fitico 50% (v/v) em H20, Sigma
Goma k-carragena Sigma
Cloreto de célcio P.A. VETEC

Fonte: Autoria propria.
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3.2 Metodologia

As metodologias foram desenvolvidas com adaptacbes das sinteses
realizadas por Pan et al, 2014 e Ying et al, 2016 para as amostras denominadas
PPy | e PPy Il respectivamente, e para os compdsitos com os polissacarideos
naturais a sintese foi desenvolvida pela prépria autora dessa dissertacao [95,96].

3.2.1 Sintese de hidrogéis de polipirrol (sem as gomas) por duas metodologias.
(a) Metodologia PPy |

Adicionou-se em um béquer cerca de 0,822 g (3,6 mmol) de massa de
persulfato de aménio (APS), sendo em seguida dissolvida em 1,5 mL de agua
deionizada, denominando-se de solugao A. Em outro béquer foi preparada uma
nova solug¢ao, denominada de B, misturando-se 252 pL de pirrol (Py) em 1,5 mL
de isopropanol (IP), seguido por 552 uL de acido fitico (PA) como evidenciado

pela Figura 14.

Figura 14 — Fluxograma do desenvolvimento da primeira parte da metodologia
para o PPy .

=
0,822 g
APS
N
e | 552uLPA |
1,5ml 1P

Fonte: Autoria propria.
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Apds as preparacdes, as solugées A / B foram rapidamente arrefecidas
separadamente até aproximadamente 4°C no freezer, além dos consecutivos

passos que também podem ser observados através da Figura 15:

Figura 15 — Fluxograma do desenvolvimento da segunda parte da
metodologia do PPy I.

SﬂAa ! Solugao B
\

f
u X / a imers&o sequencial

em excesso de
etanal (12 h) e

agua deionizada
) |:> (24 h)

.

Secagem do d
PPya60°C | @
sob vacuo =Kz

Fonte: Autoria propria.

As solugdes A e B foram rapidamente misturadas de forma mecanica,
colocadas em uma placa de Petri (ja arrefecida) e mantidas durante 2 horas, a
fim permitir a ocorréncia da reacao. Para remover os ions em excesso, acido e
subprodutos, a pelicula fina do gel PPy (PPy-seco) foi ainda purificada por
imersao sequencial em excesso de etanol (12 h) e agua deionizada (24 h). O
filme PPy foi seco a 60°C sob vacuo na estufa SPLabor e foi reidratado para
formar um hidrogel, pela adicao de cerca de 2 mL de agua deionizada (PPy I).

(b) Metodologia PPy Il

Adicionou-se 1,1409 g (5 mmol) de persulfato de aménio (APS) a 100 mL
de solucao aquosa de 5 mmol/L de alaranjado de metila (MO), sob agitacao. Em
seguida, 347 pL (5 mmol) de pirrol (Py) e 461 uL (1 mmol) de acido fitico (PA)
foram adicionados na solugdo, mantendo-se a agitagdo por 5 min.
Posteriormente, a mistura reacional foi mantida em repouso a 4°C durante 24 h
para obter um precipitado preto pouco viscoso. Por fim, o hidrogel foi liofilizado
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utilizando-se um equipamento LIOTOP modelo L101 por 24 h, designado como
PPy Il como evidenciado pela Figura 16.

Figura 16 — Fluxograma da metodologia do PPy II.
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Fonte: Autoria propria.

3.2.2 Sintese de hidrogéis de polipirrol (com as gomas)

Buscando minimizar tempo, reagentes e empregar a metodologia mais
conveniente para a preparacao de hidrogéis de PPy com as gomas escolhidas,
observou-se que a metodologia proveniente do PPy Il proporciona uma melhor
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formagéo de aerogéis em forma de scaffolds. Neste contexto, considerou-se o
fato de que cada proporcao de goma devera ser adicionada a uma solugéo de
maior volume por necessitar de uma boa diluicdo e homogeneizagdo da mesma,
além da formacao de poros com a saida de agua na liofilizagdo. As metodologias
modificadas para implementacdo das gomas e suas variagées na composicao
estdo descritas na Tabela 05.

Tabela 05 — Composicao em massa das gomas.

Goma Cog/:p(g/s‘:;;ao Denominacao Abreviacao
Grupo 1: 0,75 e PPy-Aerogel-Xantana 0,75 X1
Xantana 1,25 e PPy-Aerogel-Xantana 1,25 X2

1,75 e PPy-Aerogel-Xantana 1,75 X3

Grupo 2: 0,75 e PPy-Aerogel-Gelana 0,75 G1

Gelana 1,25 e PPy-Aerogel-Gelana 1,25 G2

1,75 e PPy-Aerogel-Gelana 1,75 G3

: 0,75 e PPy-Aerogel-Carragena 0,75 C1

Grupo 3: k- 195 . PPUA o e !
Carragena ’ y-Aerogel-Carragena 1,

1,75 e PPy-Aerogel-Carragena 1,75 C3

Fonte : Autoria propria.

Cada composicao das gomas foi dissolvida em 100 mL de H20 deionizada
com o auxilio de um agitador mecanico FISATOM modelo 712, até sua
homogeneizacao e, posteriormente, adicionou-se cerca de 0,18 % (p/v) de CaClz
usado para reticular por 1 hora. Em seguida, foi adicionada a massa
correspondente a 100 mL de uma solug¢édo de 5 mmol/L de alaranjado de metila,
submetendo-se a agitacao.

Apoés a reticulacao, cerca de 1,1409 g (5 mmol) de persulfato de aménio,
347 pL (5 mmol) de pirrol e 461 pL (1 mmol) de acido fitico foram empregadas
na solucdo e deixadas em agitacdo por 5 min. Posteriormente, as misturas
reacionais foram mantidas sem agitacdo a 4°C durante 24 h, para obter um
hidrogel preto incorporado em cada goma e denominados como mostrado na
Tabela 05. Cerca de 2 mL de cada amostra foram dispostas em po¢os de molde
de silicone de fabricagdo propria medindo cerca de 15 mm, demonstrado pela
Figura 17, e posteriormente colocados num liofilizador LIOTOP modelo L101 por
24 h.
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Figura 17 — Molde de silicone.

Fonte: Autoria prépria.
3.3 Técnicas de Caracterizacao
3.3.1 Difratometria de raios X (DRX)

Os graus de ordenamento a médias e longas distadncias das amostras
foram caracterizados por difracao de raios X (DRX), utilizando um difratémetro
SHIMADZU LabX modelo XRD-6000 com radiacdo monocromatica CuK (A=
1,5418 A) com tubo operacional de 40kV e corrente de 30 mA, variando 26 de
5° a 60°, com uma velocidade de varredura de 2°/min. As analises foram
realizadas nos Laboratérios de Técnicas de Raios X (LMDCEM-UFS) da
Universidade Federal de Sergipe — Campus Sao Cristovao.

3.3.2 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FT-IR)

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho para verificar os
grupos funcionais dos hidrogéis de PPy, na auséncia e presenca de gomas,
foram obtidos no estado sélido, a partir de amostras dispersas em pastilhas de
KBr na regido entre 4000 e 400 cm™ utilizando um espectrometro de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) de marca Shimadzu, modelo
IRPrestige-21.  As  andlises foram realizadas nos  Laboratérios
de Quimica Multiusuarios (CLQM-UFS) da Universidade Federal de Sergipe —
Campus Sao Cristévao.
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3.3.3 Analise Termogravimeétrica (TG/DTG)

O comportamento térmico das amostras foi avaliado por analises
termogravimétricas (TG) utilizando-se um equipamento da NETZSCH STA
modelo 449 F1 Jupiter. As andlises termogravimétricas foram realizadas com
massas de cada amostra em torno de 10 mg, na faixa de temperaturas de 25 a
800 °C e com taxa de aquecimento de 10 °C min~', sob atmosfera de nitrogénio.
As andlises foram realizadas nos Laboratérios de Analises Térmicas (LMDCEM-

UFS) da Universidade Federal de Sergipe — Campus Sao Cristévao.
3.3.4 Adsorgéo de Nitrogénio (BET)

A area de superficie média, volume e diametro de poros dos PPy puros
foram medidos por adsorcdo de nitrogénio, usando um método Brunauer-
Emmet-Teller (BET) multiponto e Barrett-doyner-Halenda (BJH). As anélises
foram realizadas por um aparelho de fabricante NOVO e modelo 1200 nos
Laboratérios de Quimica Multiusuarios (CLQM-UFS) da Universidade Federal de
Sergipe — Campus Sao Cristovao. Antes da analise, as amostras foram
degasadas sob vacuo a 120°C por 3 horas.

3.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As caracteristicas morfolégicas e microestruturas das amostras
produzidas foram determinadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
utilizando um microscépio modelo JEOL (JSM-5700), com operacao entre 5 kV
e 15 kV. As amostras foram recobertas com ouro para melhor contraste das
imagens usando uma Metalizadora/Evaporadora da DENTON VACUUM (Desk
V). As analises foram realizadas nos Laboratérios de Microscopia Eletrénica
(LMDCEM-UFS) da Universidade Federal de Sergipe — Campus Sao Cristévao.

3.3.6 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A caracterizacado complementar morfolégicas dos PPy obtidos e dos
nanocompdsitos foram determinadas por microscopia eletrénica de transmissao
(MET) utilizando um microscopio modelo JEOL (1400-Plus), operando na

voltagem 120 kV. As amostras foram suspensas em isopropanol e submetidas a
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tratamento ultrass6nico por 15 minutos para dispersar as particulas,
posteriormente foram gotejadas sobre telas de cobre coberta por uma camada
de carbono e Formvar™. As andlises foram realizadas no Centro Multiusuario de
Nanotecnologia (CMNano-UFS) da Universidade Federal de Sergipe — Campus
Sao Cristovao.

3.3.7 Testes Biologicos
3.3.7.1 Método de Difusdo em Agar por Poco

A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de difusdo em
agar. Os testes foram realizados contra bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923) e bactérias Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25992). Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata, e
usados a média do didmetro dos halos. As analises foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica Industrial (LBI-UFS) da Universidade Federal de
Sergipe — Campus Sao Cristévao.

Em um fluxo laminar foram depositados cerca de 30 mL da solugcéo de
agar nutriente autoclavada nas placas de petri e mantidas em repouso por 1
horas para a secagem do meio nutriente, posteriormente, com o auxilio do tubo
de ensaio autoclavado, foi realizado perfuragcdes no agar formando um poco, e
cerca de 2 mL do mesmo foi adicionado no fundo para cobrir parcialmente o pogo
da placa. Apbés a secagem do pocgo, cerca de 500 uL das amostras foram
expostas na placa e procedeu-se com a inoculacdo da bactéria (que foram
cultivadas 24 horas antes da inoculagdo em um caldo brain heart infusion (BHI))
através de soabes, posteriormente as placas ficaram a uma temperatura de
37,5°C por 24 horas.

3.3.7.2 Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar a biocompatibilidade das amostras frente as células, foram
realizados ensaios de citotoxicidade, utilizando a linhagem de células
fibroblasticas L929, no Laboratério de Biologia e Imunologia de Cancer e
Leishmania (LaBICel), da Universidade Federal de Sergipe — Campus Séao
Cristévao. Todos os ensaios seguiram a norma ISO 10993:5 (2009) [97].
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As células L929 foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Sigma-
Aldrich®), suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), 2% de penicilina
e estreptomicina (5000u/mL), e mantidas em incubadora a 37 °C, com atmosfera
de CO2 em 5%. A viabilidade celular foi obtida em triplicata, pelo método
colorimétrico do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT).

As amostras ficaram por 1 hora em exposicdo a luz ultravioleta, para
esterilizacdo, e em seguida, cerca de 50 mg foram colocados em contato com o
meio de cultura por 24 horas. Os extratos resultantes foram atribuidos a uma
placa de 96 pocos contendo 5x10° células/poco. Para o controle negativo usou-
se a mesma quantidade de células sem as amostras nas placas, e como controle
positivo foi utilizado um meio de cultura contendo 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO).

As placas foram incubadas por 24 horas, e logo em seguida, todo o0 meio
de cultura foi retirado. Todas receberam adigdo de 200 pL de MTT por pogo e
foram incubadas por 3h em estufa de CO2. Apéds a retirada da solugédo de MTT,
adicionou-se 200 pL de Dimetil sulféxido (DMSQO), deixando reagir por 10
minutos, para solubilizar os cristais de formazan. Em seguida, foi realizada a
leitura da densidade ética (DO) em leitor de placas automatizado (ELISA), a um
comprimento de onda de 570 nm.

3.3.8 Analise Estatistica

A andlise dos diametros de particula fornecidos a partir dos histogramas
das amostras das duas metodologias sem a adicdo das gomas, realizadas por
MET, bem como o didmetro dos halos de inibicao foram coletados usando o
software de dominio publico FlJI-Imaged. Os ensaios biolégicos foram realizados
em triplicada e os resultados obtidos da viabilidade celular foram aplicados em
testes estatisticos, coletando a média * desvio padrao.

Para todos os testes estatisticos propostos nessa secao, foram coletadas
as médias * desvios padroes e as diferencas consideradas estatisticamente
significantes foram avaliadas pela analise de variancia ANOVA com o teste F
num intervalo de confianca de 95% para p<0,05 no software Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sinteses

Foram utilizados dois métodos diferentes de polimerizacdo oxidativa
quimica para produzir o PPy, como apresentado na Figura 18.

Figura 18 — Correlagao entre os produtos resultantes das metodologias de
obtencéo dos PPy | e Il.

PPy | PPy I

Fonte: Autoria propria.

A principal diferenca entre cada método foi baseada no tempo de
polimerizacao, volume de precipitado, rendimento e tempo total de sintese,
presenca/auséncia de alaranjado de metila, bem como aspectos que favoregam
a incorporacdo das gomas. Almejou-se comparar o efeito das metodologias
sobre a morfologia e sobre a obtencdo de hidrogéis mecanicamente
autossustentados.

Durante a reacdo oxidativa com APS, Py estava disponivel sob as
seguintes condicdes: Py dissolvido em solucdo aquosa (metodologia para o PPy
I); e Py adicionado em solucao de MO (metodologia para o PPy Il). Todos os
métodos envolveram a polimerizacao de Py para PPy, detectados pela formacéao
de sélidos de cor preta como observado na Figura 18. Na Figura 19 pode-se
observar o processo reacional da formacao do PPy adaptado do estudo feito por
Tang et al, 2015 [98].
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Figura 19 — Sugestao de reacao e estrutura quimica do hidrogel de PPy
contendo acido fitico [98].
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Fonte: Adaptada deTang et al, 2015 [98].

As amostras evidenciadas na Figura 18 possuem aspectos diferentes
visualmente, uma vez que a amostra resultante da metodologia do PPy | possui
uma formagédo rapida de PPy, um hidrogel com uma viscosidade de alta
aderéncia e dificil remocgéo da placa de Petri, porém para sua purificagao requer
um maior tempo e menor rendimento impossibilitando a incorporacao das
gomas. Por outro lado, a amostra da metodologia de obtencédo do PPy Il possui
um maior rendimento, menor tempo de sintese e polimerizacdo, além de que o
precipitado resultante da sintese apoés a liofilizagao, € quebradico e sem nenhum

suporte para scaffolds.

Sendo assim, essa metodologia seria a mais apropriada para a
incorporacdo das gomas estudadas nessa dissertacdo, proporcionando uma
solucdo reacional para formacao de uma estrutura tridimensional e melhorias na
sintese proposta. A escolha da metodologia proveniente do PPy Il para a
incorporacao dos polissacarideos naturais sera discutida com mais detalhes nas
proximas sec¢des, valendo adiantar que requer um volume suficiente de solvente

para a adicao das gomas a fim de dissolvé-las nas concentracdes escolhidas.

Em todas as amostras, o PPy é formado mediante a oxidagdo APS (PPy
| e Il), porém a gelificacdo ocorreu rapidamente depois que uma pequena
quantidade de acido fitico foi adicionada, como observado para todas as
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amostras. O acido fitico apresenta uma toxicidade nula e se enquadra dentro dos
reagentes considerados como ‘“verdes” para o meio ambiente. Quando
incorporado ao PPy, o acido fitico influencia na formacao de poros, e também
apresenta caracteristicas como ser um agente gelatinizante e dopante formando,

em alguns casos, uma rede condutora de escala nanométrica [17-20].

Na producgao dos nanocompositos, observou-se a formacéao do PPy sobre
a microestrutura dos hidrogéis das gomas xantana, gelana e k-carragena
representadas pela Figura 20 evidenciando a aparéncia macroscopica do
hidrogel de PPy incorporados nas gomas apos 24 horas de sintese a 4°C antes

do processo de liofilizagao [99,100].

Figura 20 — Hidrogéis de PPy com os polissacarideos naturais.
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Os grupos 1, 2 e 3 sao referentes, respectivamente, as gomas xantana,

gelana e k-carragena e sao designadas em ordem crescente de concentragéo
das gomas. Observam-se escoamentos nos tubos dos grupos 1 € 2 com as
concentragdes mais baixas de goma. No caso da amostra G1, houve um
escoamento total provavelmente devido a baixa interacdo com o PPy em sua
cadeia polimérica. Observou-se que os mondémeros de Py foram oxidados a PPy
logo que o oxidante foi adicionado e, ap6s a incorporacdo das gomas nas
maiores propor¢cdes testadas, as caracteristicas dos hidrogéis sugerem que se
formaram aglomerados conectados entre si por uma rede tridimensional como
demonstrado pela Figura 21.[84,85,101].
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Figura 21 — Representagéo da rede tridimensional dos hidrogéis PPy com os polissacarideos naturais.
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A Figura 21 representa, de modo simplificado, a estrutura dos hidrogéis
de PPy com os polissacarideos antes e depois do processo de liofilizacdo, onde
a cor azul clara designa a quantidade de agua presente nos hidrogeis. O
processo de liofilizacdo consiste em remover toda agua por sublimacido de
cristais de gelo a partir do material ja congelado. Um dos principais objetivos
durante esse processo é minimizar o tempo de secagem das amostras, sendo
que a remocéao da agua resulta na formacéao de poros, beneficiando a penetracao
das células em uma aplicagao biolégica in vitro [102].

Apdbs a remocgao da agua, sem o colapso da rede dos hidrogeis através
da liofilizacdo, sdo formados os aerogéis com aparéncia leve. Tais materiais
apresentam caracteristicas como area superficial relativamente elevada, com
morfologia tipicamente porosa, além de uma densidade baixa e controlavel. As
amostras dos grupos 1, 2 e 3, ap6s liofilizacao, sdo designadas de scaffolds por
apresentarem essa rede tridimensional, como apresentado na Figura 21 e estdo
respectivamente agrupados fisicamente na Figura 22 [103].

Figura 22 — Representacao dos scaffolds dos aerogéis de PPy com os

polissacarideos xantana, gelana e k-carragena respectivamente.
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Para todos 0s grupos, os aspectos visuais dos aerogéis apresentaram
diferencas significativas, pois a quantidade incerta de agua presente nos
aerogéis faz com que ocorram diferengas na altura, espessura, didmetro e peso
e, por isso nao existe um padrdo como a Figura 22 evidéncia.

4.2 Caracterizacoes dos PPy puros
4.2.1 Difratometria de raios X (DRX)

As caracteristicas de ordenamento estrutural das amostras e a possivel
diferenca no seu comportamento amorfo devido a presenca e a auséncia de MO
foram avaliadas por difratometria de raios X, cujos difratogramas estao
apresentados na Figura 23.

Figura 23 — Difratogramas de raios X do PPy nas metodologias | e Il.
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O grafico denominado de PPy | é caracterizado pelo pico do PPy, largo e
centrado em 20°, devido a natureza amorfa do polimero condutor. Este resultado
€ consistente com a existéncia de PPY, como descrito por Shrikrushna et al,
2015, Silva et al, 2016 e Elnahrawy et al, 2017 [10,104—106].

Quando comparamos com o PPy Il, o mesmo apresenta dois halos

principais de difracdo situados entre os angulos 5-10° e 15-30° e tem
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comportamento similar ao do PPy |, apresentando regides de fase amorfa como
estudado em Li, Yang e Zhang 2015, Yang et al, 2014, Li et al, 2013 além da
revisao feita por Stejskal e Trchova 2018 [107—-110].

Em ambos os difratogramas, a presenca de picos de intensidade baixa,
em conjunto com os halos, pode ser definida em 26 = 28° e 31°, indicativos da
presenca de regides com ordenamento parcial entre cadeias. A amostra de PPy
Il apresenta, ainda, dois picos sutis proximos a 26 = 17° indicam regides

ordenadas adicionais [107-110].

4.2.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FT-IR)

O DRX nao apresenta uma possivel identificagdo dos grupos funcionais
presentes na cadeia polimérica do PPy devido ao comportamento amorfo
causada pela auséncia de uma ordenacao na sua estrutura como apresentado
na secao 4.2.1, e, a fim de complementar essa informagao, o FT-IR proporciona
a identificacdo de moléculas maiores diferente do DRX que apenas identificaria
moléculas menores. Devido a isso, as estruturas moleculares dos dois sistemas
apresentados para a sintese de PPy sdo mostradas na Figura 24, ilustrando o
espectro de FT-IR no intervalo de 400- 4000 cm™ a) , seguidas pelas localiza¢des
do numero de onda nas respectivas ligacdes quimicas nas estruturas
moleculares de PPy e MO separadamente b). Ambas as amostras apresentaram

espectros semelhantes, indicando caracteristicas estruturais anélogas.

A principal diferenga entre os espectros estd na presenca de bandas
atribuidas ao MO no PPy Il (identificada com asteriscos), que mesmo em baixa
concentracao foi possivel comprovar através das sobreposicoes das bandas
quando comparado com o PPy | e com o MO puro. Para o espectro do PPy Il a
banda em 903 cm™ esta relacionada com a deformagédo do anel no estado
bipolarénico, indicando uma possivel dopagem do MO durante a sintese. Outras
bandas sobrepostas referentes as vibragcbes de MO na sintese, sdo as banda
em 1184 cm™, 1038 cm™ e 617 cm™! atribuidas as vibragoes das ligagdes —SOs
ou S=0, em 1279 cm™! ao estiramento das ligagdes N-H ou C—N e em 1547 cm-
1 as vibragdes das ligagdbes C—C ou S do anel [111].
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Figura 24 — Espectro de FTIR de sistemas adequados para a sintese de PPy |
e Il (a) e representacdo do numero de onda das localizagdes das ligacoes

quimicas de PPy e MO, separadamente (b).
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Ainda de acordo com o0s espectros, as principais bandas referentes a
presenca de PPy estdo representadas pelas bandas observadas em 1547 cm™
(vibracdes de estiramento das ligacdes C=C do anel pirrdlico), em 1459, 1305 e
1189 cm™! (vibragbes de alongamento da ligagdo C—N), em 1038 cm (vibragdes
de deformagdo no plano C-H e N-H), em 966 e 677 cm'(vibragbes de
deformacao do anel pirrélico fora do plano C—C ou a vibragdes de balangco C—H)
e indicando que o Py polimerizou em 780 e 653 cm vibragdes dos anéis de Py
correspondentes a C—H fora do plano [10,112—-114].

Estudos realizados por Kopecky et al, 2017, Varga et al, 2015, Li et al,
2012, Stejskal e Trchova 2018 e Kopecka et al, 2016 comprovam que 0s
espectros apresentados estao de acordo com o estudo e revelaram que é
possivel observar deslocamentos entre as bandas que podem ocorrer devido ao
método de sintese utilizado, incluindo quantidade de iniciador usado para a
polimerizacao, o tipo de dopante que pode influenciar na morfologia, como
direcionador de estruturas, o MO, além dos tamanhos das cadeias poliméricas
[20,110,112,115,116].

Com base nas informacdes extraidas das analises de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier pode-se ter melhor compreenséao e
que a estrutura das moléculas entre as metodologias € analoga e podem ser
ajustaveis para a incorporacao de dopantes em sua estrutura.

4.2.3 Analise Termogravimeétrica (TG/DTG)

As diferencas da estabilidade térmica das sinteses provenientes do PPy
foram avaliadas através da analise termogravimétrica (TG), em atmosfera de
nitrogénio, das amostras de PPy a partir da curva TG e suas respectivas
derivadas sdo apresentadas na Figura 25 e 26.

Na Tabela 06 compara os valores de perda de massa nas diferentes faixas
de temperatura para as amostras de PPy. As analises térmicas foram realizadas
para se avaliar as diferencas no comportamento térmico do PPy obtido mediante
os dois procedimentos. Observa-se que ambas amostras apresentaram perfis
similares até a perda de massa principal, em torno de 150-450 °C, na qual o PPy
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Il tem uma decomposicao abrupta e bem definida, enquanto que o PPy | comeca
a se decompor a partir de 150°C, perdendo massa gradualmente até proximo

aos 350 °C, respectivamente nas figuras 25 com os TG’s e 26 com os DTG’s.

Tabela 06 — Perda de massa (%) por faixa de temperatura dos principais

eventos.
Perda de massa (%)
Amostras
25-150 °C 150-450 °C | Residuo/Cinzas
PPy | 12,57 32,23 55,20
PPy I 7,02 73,06 19,92
Fonte : Autoria propria.
Figura 25 — Curvas de TG do PPy I e Il.
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Figura 26 — Primeira derivada das curvas TG do PPy | e Il.
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De fato, o perfil observado para o PPy | se assemelha as curvas descritas
na literatura (Li et al, 2015 e Stejskal e Trchova 2018) para a termogravimetria
do PPy, o que sugere que a presenca de MO no PPy Il e/ou as diferencas no
procedimento de preparacdo tenham influenciado o perfil térmico.
Particularmente, para as amostras contendo o MO, a perda de massa referente

a decomposicao principal tem cerca é duas vezes maior do que para a amostra
sem MO, como visto na Tabela 06.

Adicionalmente, através das curvas de DTG’s na Figura 26 visualiza-se
também uma similaridade entre suas curvas até suas respectivas degradacgdes,
nos intervalos de 25 a 150 °C, mostraram que as perdas de massa iniciais podem
ser atribuidas a volatilizacdo de compostos de menor massa molecular como
agua, e sao conferidas, respectivamente, 12,57 e 7,02% para PPy | e Il. A
diferenca de perda de agua pode ser explicada devido a um carater mais
higroscopico aferindo maior valor para o PPy |, e ao processo de liofilizacado para
o PPy Il.
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Outra observacao relevante nas curvas DTG é que temperatura do pico
referente a perda principal € mais alta para a amostra PPy Il. Quando a
temperatura alcancou 175°C, em ambos os casos, a perda de massa tornou-se
mais evidente, pois a cadeia PPy comecou a se decompor, como apresentado
por Li et al, 2015 e Stejskal e Trchova 2018. Entre a faixa de 150 a 450 °C
observa-se uma perda de massa ampla devido a degradacdo da cadeia
polimérica do PPy de cerca de 32,23% para o PPy |. Quando comparamos a
faixa de degradacao dos TG’s observa-se uma curva mais acentuada para o PPy
Il com perda massa de cerca de 73,03 % devido a degradacdo dos grupos
insaturados do polimero, além disso ocorre um aumento na temperatura na faixa
de degradacdo. Todos os valores obtidos sdo semelhantes e estdo de acordo
com a literatura. [20,107,117-121].

4.2.4 Adsorcao de Nitrogénio (BET)

A area de superficie média foi determinada por adsorcao de nitrogénio
pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET), o volume e didmetro de poros das
metodologias para obtencdo do PPy foram realizados pelo método Barrett-
Joyner-Halenda (BJH) e estdo listados na Tabela 07. As isotermas de
adsorcao/dessorcao sao apresentadas na Figura 27, a fim de avaliar qual a maior

area superficial e tamanho de poros para incorporacao das gomas.

Tabela 07 — Analise por BET das amostras de PPy.

Area Superficial Volume de Poro Tamanho de Poro
Amostras
(m?g) (cm®/qg) (nm)
PPy | 259,065 0,2283 1,630
PPy Il 291,077 0,2484 1,638

Fonte : Autoria propria.
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Figura 27 — Curvas de isotermas do PPy | e Il.
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Na Figura 27 pode-se visualizar as isotermas de adsor¢ao e dessor¢ao A
e B das amostras analisadas, as quais ndo conferem com a classificacdo da

Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), apresentadas no
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estudo de Cychosz e Thommes 2018. Apesar de ndo obter uma curva de
isoterma dentro dessa classificagdo, seu comportamento apresenta similaridade
com o estudo realizado por Basnayaka et al, 2013. Tal perfil também foi descrito
para PANI no trabalho de Bahuguna et al, 2018 e, de modo geral, pode-se inferir
gue a auséncia de um ponto de inflexao a baixas pressdes relativas sugere-se a
deficiéncia de identificar a formacdo de uma monocamada do gas adsorvido,
pois as interacdes adsorvente-adsorbato sdo fracas e, provavelmente as
moléculas de N2 se agregam nas vizinhangas dos sitios de adsorcdo mais
favoraveis [122—-124].

A area superficial de uma amostra com o auxilio da adsorgao de nitrogénio
origina informagdes que complementam o estudo para selecionar a melhor
metodologia que possa propor uma adesao e difusdo mais favoravel, para os
testes bioldgicos apresentados nas préximas se¢des. De acordo com a Tabela
07, os valores obtidos para as areas superficiais de ambas as amostras sao
superiores ou préximos a alguns trabalhos descritos na literatura, como em Xin
et al, 2017, Zhao et al, 2016 e PPy le Li et al, 2017 e comparados na Tabela 08
[105,125,126].

Tabela 08 — Comparativo da area superficial da literatura com os resultados
obtidos das amostras de PPy [105,125,126].

Amostras Area Superficial (m?/g) Referéncia
PPy | 259,06
PPy II 291,07
PPy-Aerogel 43,00 [125]
PPy-derivado de carbono 205,00 [125]
PPy-nanofios 287,00 [105]
PPy com MO 0,1 M 61,06 [126]

Fonte : Xin et al, 2017, Zhao et al, 2016 e PPy le Li et al, 2017[105,125,126].

As distribuicdes dos tamanhos dos poros na Tabela 07 foram obtidas a
partir das isotermas de dessor¢ao pelo método BJH. O diametro médio dos poros
das amostras apresentou valores similares de aproximadamente 1,630 nm e
1,638 nm para PPy | e PPy Il, respectivamente, e dentro da classificacdo da

IUPAC, para materiais nanoporosos, apresentaram uma categorizacdo como
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poros de tamanho micro dentro da faixa de 0-2 nm. Como amplamente relatado,
guanto maior a quantidade de poros pequenos sobre a superficie da amostra,
maior sera a sua area superficial relativa.

4.2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As morfologias das amostras estdo representadas nas Figura 28 e 29,
respectivamente para PPy | e Il

Figura 28 — Micrografias obtidas dos aglomerados das particulas do PPy I.
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Figura 29 —Micrografias obtidas por MEV dos glébulos das particulas do PPy Il.
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De modo geral, ambas apresentaram morfologias diferentes devido ao
processamento distinto de sintese, podendo-se dizer que a morfologia se
mostrou dependente do tipo de sintese usada na formacao do PPy. Na Figura
28 é possivel visualizar a polimerizagao do hidrogel de PPy | com uma morfologia
rugosa de esferas irregulares e interconectadas, com diferentes didametros
dispersos e aglomerados, caracteristica de uma polimerizacao interfacial assim
como em Silva et al, 2016 e Bo et al, 2018 [10,127].
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Ja na Figura 29, a amostra apresenta uma morfologia com aspecto
poroso, em virtude de a metodologia de preparo envolver uma técnica de
congelamento e posteriormente uma secagem por liofilizacao. Em principio, isto
pode conduzir a uma melhor adesao e movimentacao das células pelo material,
considerando-se as aplicagdes bioldgicas. Sua morfologia apresenta uma forma
esférica tipicamente semelhante a couve-flor ou globular que é similar aquelas
relatadas para PPy [20,116,128].

Na literatura, essas morfologias podem ser descritas como no estudo de
Kopecka et al, 2016 por sintetizar PPy contendo o diferenciador de estrutura, o
MO, produzindo morfologia globular ou fibrilar (dependera da concentracéo de
alaranjado adicionado na sintese) que pode formar nanotubos. Liang et al, 2017
elaborou uma sintese controlada de nanoestruturas de PPy com varias
morfologias pelo ajuste dos parametros experimentais. Dentre elas, pode-se

observar a mesma morfologia globular relatada nessa dissertagao [116,128].

Mesmo usando uma concentracado baixa de MO, a forma nanotubular
inicia minoritariamente, evidenciado com setas amarelas nas micrografias de
3000x, 5000x e 10000x o comeco da agregacao das particulas globulares. Esse
inicio de formacao nanotubular acontece pelo uso do corante, que pode formar
varios tipos de agregados moleculares, iniciando com micelas suaves, solido
duro ou oco, até a formacao tubular dos rearranjos dos carbonos presente na

estrutura do PPy, como exemplificado pela Figura 30.

Figura 30 —Modelos macios ou rigidos (preto) iniciando o crescimento de
nanotubos de PPy (rosa) com perfil transversal circular ou retangular,

respectivamente.

Fonte : Adaptado de Kopecka et al, 2014 [129].
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Stejskal e Trchova 2018 fez uma revisao sobre o papel do MO orientando
a morfologia unidimensional destacando que, em determinadas condi¢cdes de
reacao, variando-se a temperatura, a acidez ou a introducédo de aditivos como
corantes, pode-se controlar tanto a morfologia como a condutividade do PPy.
Dentre as morfologias formadas a forma globular, esta presente como a forma

nanotubular [20] .

4.2.6 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Buscando entender melhor o comportamento desses aglomerados
globulares apresentados por MEV, a microscopia por transmissdo detalha
morfologia proporcionando investigar também sua estrutura e tamanho de
particula. Para obter as medidas do didmetro dessas particulas, as imagens de
MET foram submetidas a um processamento digital de imagens com o auxilio do
software, de dominio publico, FIJI-lmaged considerando uma média de 150
medidas das particulas para producdo dos histogramas com os resultados
calculados e apresentados na Figura 31 e 32 e os diametros na Tabela 09.

Tabela 09 — Resultados dos tratamentos estatisticos com as médias/desvios
padroes dos didmetros presentes nos histogramas apresentados.

Amostra | Magnificacao | Média (hm) £ SD | Média Total (nm) + SD
10.000 33,38 + 14,44
30.000 15,17 £9,10
PPy | *17,33 £9,49
y 60.000 9,62 3,53
100.000 11,13 £ 5,59
10.000 42,45 + 20,90
. 13,02 £ 5,72
PPy Il 30.000 3.0 “18,44 + 14,03
60.000 8,18 +1,85
100.000 11,29 + 5,30

SD: Standard deviation ( Desvio-Padrao),” :p>0,05
Fonte: Autoria propria.
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Figura 31 — Imagens de MET do PPy | com magnificagao de (a) 10.000, (b) 30.000, (c) 60.000 e (d) 100.000 vezes e seus
respectivos histogramas de distribuicao granulométrica e didmetros médios.
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Figura 32 — Imagens de MET do PPy Il com magnificagdo de (a) 10.000, (b) 30.000, (c) 60.000 e (d) 100.000 vezes e seus
respectivos histogramas de distribuicao granulométrica e didmetros médios.
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De acordo com as Figuras apresentadas, as particulas do PPy |
aprestaram morfologia esférica (assim como a morfologia globular apresentadas
nas micrografias por varredura na Figura 28), coberto por uma fina camada de
PPy de diferentes densidades eletronicas pela diferenca entre os contrastes de
cada glébulo apresentadas em todas as imagens como nas Figuras 31 e 32 e de
acordo com estudos da literatura [116,126,130-132].

Para o PPy |, os didmetros médios das esferas foram cerca de 17,33 nm
com desvio padrdao de * 9,49, demonstrando que as particulas tiveram uma
uniformidade em diferentes aumentos e que a sintese estabiliza o material
nanoestruturado. Entretanto, as micrografias do PPy |l apresentadas nas
imagens da Figura 32 apresentaram semelhancas morfolégicas com as
micrografias do PPy |, porém essas esferas de diferentes densidades eletronicas
demonstram comportamento desconectado e aglomerado em esferas maiores,
exibindo uma média de 18,44 nm com desvio padrdo de + 14,03
[116,126,131,132].

De acordo com a Tabela 10 a média total dos didmetros das duas
metodologias apresentaram semelhanca estatistica apresentando uma
confianca de 92%. Esse desvio padrao alto é explicado pelas micrografias da
imagem A que apresenta esferas com um maior didmetro comparado as outras
imagens desse grupo, indicando que os diametros estao espalhados por uma
extensa diferenga de valores, além disso a escala nanométrica aumenta para

essa metodologia.

O estudo realizado por Gniadek et al, 2014 desenvolveu uma metodologia
com o auxilio de irradiagao ultrassénica de compdésitos nanoestruturados de ouro
e prata com PPy obtendo tamanho de particulas de 20-30 nm, superior aos
resultados apresentados para ambas as metodologias desenvolvidas nessa
dissertacdo. Liow et al, 2018 sintetizou PPy e PANI ancorando a uma nanosilica
para células solares e obtiveram didmetro de particulas através de MET entre
23-30 nm para o PPy, enquanto que no presente estudo as particulas das duas
metodologias apresentaram uma média de 17,88 nm [130,131].

Kaladevi et al, 2017 sintetizou um sensor de nanoparticulas de prata
dispersas em nanocompédsitos de PPy e éxido de grafeno reduzido, para
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deteccdo simultanea de hidrazina e nitrito toxicos em fontes de agua. Em suas
imagens através do MET, sua estrutura nucleo-casca obteve em média 10 nm
de diametro, além disso, o sensor possui boa sensibilidade, reprodutibilidade e

um potencial para baixos limites de detecgéo [132].

A forma globular apresentada na secdo 4.2.5 nas micrografias por
varredura, para as amostras contendo MO (PPy Il) sdo semelhantes a morfologia
apresentada pelas micrografias por transmissdo, e prevalece a morfologia

globular como forma majoritéria.

Na literatura o MO é utilizado como um direcionador de estrutura ou até
mesmo oxidante, fazendo com que os glébulos de PPy formados sejam
decompostos em fibras/tubos em determinadas concentracbes de MO,
dependendo do seu comportamento acido/basico. A forma é&cida do MO
direciona para uma formacéao globular, e para determinadas concentracdées na
sua forma alcalina, a forma nanotubolar tornaria majoritaria. As estruturas das

diferentes formas da molécula do MO estédo apresentadas na Figura 33 [126].

Figura 33 — Estrutura molecular do MO respectivamente na forma acida (a) e
alcalina (b) [126].

HgC
a) — N—NH 803
b) HaC © ®
N N=—N SO, Na
HsC

Fonte: Adaptado de Li et al, 2017 [126].

Além de direcionar a morfologia na forma globular, a espécie acida do MO
proporciona uma diferenga significativa na formagao morfolégica padrao do PPy,
ou seja, aquela referente a auséncia do MO (metodologia do PPy I). Portanto, o
uso do MO na sintese para o PPy Il tem apenas a funcdo de melhorar essa

formacgéao globular comprovada pelo MEV e evidenciadas pelo MET.
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Vale ressaltar que, nessa dissertacdo, as aplicacdes biolégicas da
amostra PPy | envolveram o uso da amostra sem tratamento prévio, enquanto
que para metodologia do PPy Il e para os nhanocompésitos, deram-se de duas
formas: para as bactérias, o material utilizado foi o hidrogel antes da liofilizagao
e secagem; para as células, o material foi neutralizado apoés a liofilizagdo com o

uso de um tampéao fosfato-salino em pH 7,4.

4.2.7 Testes de Atividade Antibacteriana: Método de Difusdao em Agar por Poco

O método de difusédo por poco utilizando agar nutriente foi estudado a fim
de identificar atividade antimicrobiana do PPy, sintetizado pelas duas
metodologias diferentes, frente a bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e bactérias Gram-negativas como Escherichia coli (ATCC
25992).

A Figura 342 apresenta os halos de inibigdo, para o PPy | e Il
denominados, respectivamente de Bl e Bll seguidos da Tabela 10 com os valores
em ftriplicata dos halos de inibicdo medidos através do software, de dominio
publico, FlJI-Imaged. As areas de cor mais clara ao redor das amostras sdo os
locais onde ndao houve o crescimento de bactérias e as zonas de inibicao sao
conferidas a atividade antibacteriana do material.

Figura 34— Halos de inibicdo do PPy via duas metodologias frente as bactérias
Gram-positivas(a) (Staphylococcus aureus [S.A]) e bactérias Gram-negativas

(b) (Escherichia coli [E.C.]) ap6s 24 horas de inoculacao.

Fonte : Autoria prépria.
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Tabela 10 — Médias/desvios padrdes dos halos de inibi¢ao.

Bactéria Amostra Diametro (mm) Média (mm) £ SD
35,557
PPy I 39,501 37,92 £1,70
38,692
51,667
PPy II 35,828 40,69 +7,78
34,561
34,406
PPy I 31,376 30,91 £ 3,06
26,953
37,035
PPy II 30,785 33,03 +2,83

31,299
SD: Standard deviation ( Desvio-Padrao),* :p>0,05

*S. A

*E.C

Fonte : Autoria propria.

A Figura 34 demonstra que as amostras possuem um grande potencial
como um agente bactericida para as duas metodologias usando as duas
bactérias diferentes apresentadas nessa dissertacdo, estatisticamente ndo ha
uma diferengca do didmetro dos halos entre as duas metodologias e entre as
bactérias utilizadas apresentando para todas as relagcdes um nivel de confianga
de p>0,05. No entanto, os tamanhos dos halos comprovaram que a interagéao do
polimero com 0s microrganismos resultou em uma morte significativa de

bactérias, porém essa analise é apenas de cunho qualitativo.

Quando comparados as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
observamos valores superiores para os halos de inibicdo para as duas
metodologias de obtencdo do PPy com a inoculacdo na bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus, isso se deve a propriedade impermeavel a espécies
neutras ou carregadas anioénicas consequéncia da presenca de fosfatos na sua

parede celular.

Deste modo, € possivel classificar a atividade bacteriana do PPy, em
termos de zona de inibicdo, na seguinte ordem: Escherichia coli <
Staphylococcus aureus. Se considerarmos a eficiéncia da acado bacteriostatica
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presente nas diferentes sinteses de PPy frente as bactérias teremos a seguinte
ordem: PPy | E.C < PPy Il E.C < PPy | S.A<PPy Il S.A.

Alguns estudos na literatura reforcam que os testes realizados
apresentaram resultados diametro de zona de inibicdo similares ou superiores,
além de que a atividade bacteriostatica para a S.A € significativa em comparacgao
com a E.C, como no trabalho de Marakova et al, 2017 onde estudaram a
atividade antimicrobiana e citotoxicidade do tecido de algodao revestido com
polimeros condutores a PANI e o PPy e depositados com e sem nanoparticulas
de prata. [10,75,133,134].

Ja Kumar et al, 2017 também fez um estudo de um biomaterial hibrido
contendo quitosana, PANI e PPy para adsorcao e atividade antimicrobiana. Silva
et al, 2016 observou o comportamento antibacteriano do PPy e sua influéncia
com a incorporacao de aditivos em diversas morfologias, enquanto Upadhyay et
al, 2015 desenvolveu nanotubos de PPy para atividade antibacteriana e
hemolitica, com nanoparticulas de prata. Em todos os resultados apresentados
nessa dissertacao para este topico, os halos de inibicdo foram maiores que os
artigos retirados da literatura e citados nesse paragrafo [10,75,133,134].

4.2.8 Ensaios de Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade sao preliminares para avaliar a
biocompatibilidade dos materiais, incluindo os polimeros. De acordo com as
normas ISO 10993-5, os fibroblastos de camundongos L929 sdo células mais
comumente usadas para determinar a citotoxicidade de polimeros apoés a
aplicagéo dos seus extratos, contabilizando a viabilidade celular [97].

Foram utilizados ensaios de citotoxicidades através do método de MTT,
desenvolvido para diversos testes, mas também para esse tipo de ensaio celular,
que estado apresentados na Figura 35 com um comparativo entre os controles

positivos e negativos [97].
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Figura 35 — Comparativo do ensaio de citotoxicidade das metodologias | e I,
controle positivo e controle negativo. Os asteriscos representam p< 0,05 vs
controle negativo e as linhas tracejadas destacam os limites da viabilidade de
acordo com a norma ISO 10993-5 [97].
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De acordo com a Tabela 1 na secao Anexo, podemos fazer a classificagéo
da citotoxicidade de materiais conforme os niveis de viabilidade celular
resultantes conforme a norma ISO 10993-5 (2009). Na Figura 35, a partir da linha
tracejada, todas as duas metodologias apresentaram, em comparacao ao
controle negativo (sem a adicdo das amostras), um nivel ndo citotoxico. Em
ambos o0s casos, isto indica que as duas metodologias apresentaram
biocompatibilidade >90% [97].

As andlises estatisticas revelaram que o PPy | e Il ndo apresentaram
diferenca estatistica significante em relacédo ao controle negativo com p>0,05, e,
quando comparados entre eles também ndo foram apresentados resultados
considerados significantes.

Estudos apresentados na literatura, confirmam o potencial do PPy como
um biomaterial, promovendo uma biocompatibilidade em testes de citotoxicidade
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como no estudo realizado por HumpoliCek et al, 2018 comparando a
biocompatibilidade do PPy e da PANI com analises de citotoxicidade e
embritoxcicidade, obtendo resultados semelhantes ao apresentado na Figura 35,
além da similaridade na metodologia adotada desse estudo utilizando o extrato,
como foi realizado [74].

Outro trabalho envolvendo um estudo citotoxico do PPy e da PANI foi
realizado por Quintero et al, 2018 que desenvolveram matrizes de biossensores
desses polimeros apresentando resultados excelentes em biocompatibilidade
em diferentes tipos de oxidantes. Um trabalho semelhante ao dessa dissertagéo
realizado por Zhao et al, 2018 apresentando scaffolds de PPy e fibroina de seda
para reparo de tecido neural, com ensaios in vitro de citotoxicidade com células
L929 obtendo resultados significativos como os que foram apresentados
[135,136].

Ambas as amostras da Figura 35 apresentaram ensaios in vitro
satisfatorio e significativos, porém, mesmo obtendo esse resultado os indicios da
metodologia proveniente do PPy Il ainda permanece superior ao comparado com
o PPy |, como ja explicado nas se¢des anteriores a metodologia Il foi a escolhida
para dar continuidade ao estudo da dopagem dos polissacarideos escolhidos

para essa dissertacao.
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4.3 Caracterizacoes dos Nanocompdsitos

4.3.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FT-IR)

As estruturas moleculares dos nanocompdédsitos, com diferentes
concentracdes das gomas xantana, gelana e k-carragena, foram avaliadas por
FT-IR no intervalo de 400- 4000 cm™' e estdo apresentadas, respectivamente,
nas Figuras 36, 37 e 38.

Figura 36— Espectro por infravermelho das diferentes concentra¢des dos
nanocompositos da goma xantana, xantana pura e do PPy II.
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Figura 37— Espectro por infravermelho das diferentes concentra¢des dos

nanocompdsitos da goma gelana, gelana pura e do PPy II.
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Figura 38— Espectro por infravermelho das diferentes concentra¢des dos
nanocompdsitos da goma k- carragena, k-carragena pura € do PPy Il.
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Os resultados dos espectros das Figuras 36, 37 e 38 evidenciaram
semelhancas espectrais entre os nanocompoésitos das diferentes gomas. Em
consequéncia disso, a Figura 39 apresenta a juncdo dos espectros dos
nanocompoésitos em um UOnico grafico. Suas convergéncias podem ser
explicadas pela estrutura molecular polissacaridica comum, por englobar grupos
funcionais semelhantes como apresentadas nas Figuras das secbes 1.5.1,1.5.2
e 1.5.3.
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Ainda nas Figuras 36, 37 e 38, o espectro referente ao PPy Il ja foi
discutido na secao 4.2.2, porém para comparagdo com oS nanocompositos
podemos evidencia-las na Tabela 11, apresentando as principais bandas de
todos os espectros em questao.

A Figura 39 ilustra o conjunto dos espectros no infravermelho dos
diferentes grupos de nanocompdsitos, permitindo uma visualizagao mais clara

das semelhancas nas posi¢des e algumas sobreposi¢des das bandas principais.
Figura 39— Comparacao e semelhancas dos espectros de infravermelho dos

nanocompositos.
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Na Tabela 11, resumem-se as posicoes e atribuicbes das principais
bandas referente a todos os espectros dos nanocompésitos, do PPy, e das

gomas empregadas de forma pura para fim comparativo.



Tabela 11 — Resumo das bandas identificadas por FT-IR do PPy Il, gomas puras e dos nanocompdésitos
[20,82,86,110,112,116,129,137-141].

Espectros FT-IR (cm™)
Amostras U U U U U U U U U U U U
(COO) | (COCH) | (C=C) | (N-H) | (C=0) | (C-O) | (C-N) | (C-O-C) | (O-H) | (C-H) | (C-H) | (SO3)
PPyl | - | - 1624 | 3415 | - | - 1304 | - | -—-- 855 | ----- 1700
Xantana P. 1615 1476 | - | - 1526 | 1409 | ----- 1058 3487 | - 1409 | -----
Gelana P. 1619 1462 | - | - 1529 1410 | --—--- 1050 3487 | - 1410 | -----
K-carragena P. 1627 1429 | - | ---—-- 1656 1421 | ----- 1047 3448 | ----- 1421 1240
X1 1622 1448 1629 3415 1548 1409 | 1318 1079 3415 880 1409 1710
X2 1626 1455 1626 3420 1548 1402 | 1321 1072 3420 875 1402 1719
X3 1635 1472 1629 | 3426 1552 1407 | 1317 1093 3426 882 1407 1709
G1 1635 1444 1632 | 3478 1545 1402 | 1328 1047 3478 876 1402 1712
G2 1622 1450 1639 | 3478 1552 1402 | 1323 1049 3478 884 1402 1715
G3 1627 1447 1643 3483 1550 1407 | 1328 1057 3483 879 1407 1710
Cf1 1639 1472 1621 | 3489 | 1538 | 1400 | 1326 1058 3489 | 879 | 1400 | 1710
Cc2 1633 1451 1624 | 3500 1544 1403 | 1335 1067 3500 889 1403 1716
C3 1643 1457 1630 | 3485 | 1547 | 1404 | 1317 1049 3485 | 855 | 1404 | 1706

Fonte : Autoria propria.
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A Tabela 11 apresenta as principais bandas que corroboram as estruturas
das amostras estudadas. Para o PPy Il, sua discussdo encontra-se na secao
4.2.2 onde foi comparado a outra metodologia proposta para a sintese do PPy
nessa dissertacdo e detalhadamente explicado [20,110,112,116,129,138].

As bandas principais da goma xantana, em 1615 e 1476 cm ', podem ser
atribuidas a grupos COO- e COOH, respectivamente. Bandas adicionais, em
1526 cm ' e 1409 cm', sdo referentes as ligacdes C=0 e estiramento das
ligagdes C-O ou C-H. As fortes vibragdes do grupo O-H se aproximam em 3487
cm', além das ligagbes glicosidicas observadas entre 1010-1080 cm™,
centralizada particularmente em 1058 cm™. O espectro da goma gelana
apresenta bandas caracteristicas em 1619 cm™ referente ao grupo carboxilato
(COO") e as bandas em 1462 cm equivalem as ligagdes dos grupos COOH.
Regides de alongamento do grupo O-H podem ser vistas em 3487 cm™' e em
1050 cm™ as vibragbes das ligacoes C-O-C evidenciando as ligagcoes
glicosidicas [13,81,82].

A goma k-carragena se distingue das gomas xantana e gelana, por
apresentar um grupo éster sulfato, confirmado em seu espectro pela banda em
847 cm referente a D-Galactose-4-sulfato e entre 1210 e 1260 cm™ aos grupos
S=0 do éster sulfato. Outras bandas adicionais sdo evidenciadas em 1627,
1429, 3448 e 1047 cm atribuidas, respectivamente, a ligagdes COO-, COOH.
O-H e C-O-C [86,137,139—-141].

Os espectros de FT-IR dos nanocompdsitos revelaram que todos as
bandas caracteristicas das gomas estudadas e do PPy existem na estrutura do
produto final das amostras sintetizadas conforme a Figura 39, evidenciando
também uma semelhanca entre os espectros, além do aumento da intensidade
das bandas, que estaria relacionado ao aumento da concentragdo das gomas
xantana, gelana e k-carragena. Essa semelhanca entre os espectros por FT-IR
de polissacarideos naturais pode ser encontrado no estudo de Darzi et al, 2012
sendo que ele variou a concentragdo da goma xantana obtendo espectros
semelhantes [81].

Por exemplo, o compésito X3 tem bandas caracteristicas em 1635, 1472,
1552, 1407 1629, 3426, 1317, 882, 1093, 3462 e 1709 cm™' que s&o atribuidas,
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respectivamente aos grupos COO ,COOH, C=0 e C-O da goma xantana, C=C,
N-H,C-N e C-H do PPy, C-O-C das ligagdes glicosidicas, O-H banda da estrutura
da goma xantana e SOs™ relacionado a adicao do MO na sinteses do PPy Il e
dos nanocompdsitos. Todas as bandas caracteristicas sao relatadas na Tabela
11 e a proposta das estruturas dos nanocompdsitos na Figura 40, como no
estudo realizado por Darzi et al, 2011 que propbs a estrutura para a goma
xantana, mas como a goma gelana e k-carragena possui grupos funcionais
semelhantes, podemos atribuir também sua estrutura
[20,82,86,110,112,116,129,137—-141].

Figura 40 — Representacao estrutural dos nanocompdsitos sintetizado
simbolizando com a) b) e c) respectivamente, as gomas xantana, gelana e k-
carragena na estrutura molecular dos monomeros de PPy em preto.
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4.3.2 Analise Termogravimeétrica (TG/DTG)

O comportamento térmico dos nanocompdésitos foi avaliado através de
medidas TG, em atmosfera de nitrogénio. Vale ressaltar que a identificacao dos
principais eventos esta apresentada na secao 4.2.3 com a determinacao do
evento relacionado a presenca do PPy Il nas amostras dos nanocompésitos, e
para a presenca das gomas xantana, gelana e k-carragena foram utilizados
dados da literatura segundo os trabalhos de Bueno et al, 2015, Darzi et al, 2012
[10,81,82].

As amostras contendo goma xantana X1, X2 e X3 estao apresentadas na
Figura 41 e suas respectivas derivadas na Figura 42. Posteriormente a Tabela

12 informa a perda de massa dos nanocompositos.

Figura 41 — Curvas TG’s dos nanocompdsitos da goma xantana.
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Figura 42 — Primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG’s) dos

nanocompdsitos da goma xantana.
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Tabela 12 — Perda de massa (%) por faixa de temperatura dos trés eventos

principais dos nanocompa@sitos de goma xantana.

Perda de massa (%)
Nanocompdsitos
25-150 °C | 150-225°C | 225-450 °C Residuo
X1 8,66 16,18 36,61 38,56
X2 12,02 18,01 29,60 40,36
X3 8,50 23,08 24,97 43,45

Fonte : Autoria propria.

As Figuras 41 e 42 ilustram os resultados das analises termogravimétricas

dos nanocompositos de PPy e goma xantana sintetizados. A Tabela 12 compara

os valores de perda de massa nas mesmas faixas de temperatura que o PPy Il
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escolhido da metodologia Il para a incorporacdo das gomas. As andlises
térmicas foram realizadas para se avaliar as diferencas, no comportamento

térmico, da adigao de diferentes concentragdes da goma xantana no PPy.

Observa-se que todas as amostras dos nanocompoésitos X1, X2 e X3
apresentaram perfis similares até a perda de massa principal, em torno de 150-
400°C e que a perda de massa acontece através de trés eventos principais.
Inicialmente, os nanocompdsitos apresentam perdas de massa associadas a
volatilizacdo de compostos de menor massa molecular como &agua. Em
comparacdo com o PPy puro, essa perda inicial € maior devido a moléculas

como -OH presente em abundéncia na estrutura molecular da goma xantana.

O segundo evento leva a uma perda de massa em torno de 150-225°C,
que pode ser atribuida pela presenca da goma xantana em diferentes
concentracdes além de possiveis subprodutos com baixo ponto de degradacgao.
O terceiro evento acontece em torno de 225-450 °C iniciando a perda de massa
principal devido a decomposi¢cao da cadeia polimérica do PPy como apresentado
na secao 4.2.3 com a curva da primeira derivada na mesma faixa de
temperatura. Podemos observar na Figura 42 a curva da primeira derivada, que
comeca em temperatura mais alta do que a degradagdo térmica da goma
xantana pura segundo dados dos estudos realizado por Bueno et al, 2015 e Darzi
et al, 2012 [81,82].

Na Figura 42, as curvas das derivadas dos nanocompositos demonstram
uma diferenca de intensidade ap6s o primeiro evento considerado pela
evaporacdo de agua, os dois préximos eventos, considerados principais
apresentam uma inversao com a concentragdo. O primeiro evento principal em
torno de 150-225 °C exibe o comportamento da goma xantana nos
nanocompdsitos, conforme aumenta a concentracdo da goma em relagdo ao
PPy formado, ocorre um aumento na perda de massa como apresentado na
Tabela 12, mas também apresenta uma diminuicdo de temperatura para inicio
da degradagao da goma xantana na mesma proporgao.

O segundo evento acontece em torno de 225-450 °C, com a degradacao
da cadeia polimérica do PPy, ou seja, a medida que a concentracdo da goma

xantana aumenta, os valores em percentual de perda de massa correspondente
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ao PPy diminuem, ou seja, quanto menor a concentracdo mais ele vai se
aproximar do mesmo comportamento térmico apresentado para o PPy Il puro na

secao 4.2.3

Bueno et al, 2015 e Darzi et al, 2012 apresentam trabalhos relacionando
o PPy e a goma xantana como um nanocomposito, com resultados similares ao
apresentado nessa dissertagdo. Além disso, as conclusdes se igualam para
analises termogravimétricas, ou seja, de acordo com os valores dos residuos ou
cinzas gerados, a medida que aumenta a propor¢cdo na concentracdo da goma
xantana esses valores de cinzas oscilaram, determinando entdo que ocorre uma
estabilidade térmica dos nanocompdsitos de goma xantana e PPy sintetizados
[10,81,82].

As amostras da goma gelana G1, G2 e G3 estdo apresentadas nos
graficos presente na Figura 43 e suas respectivas derivadas na Figura 44.
Posteriormente a Tabela 13 informa a perda de massa dos nanocompdésitos.

Figura 43 — Curvas TG’s dos nanocompdsitos da goma gelana.
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Figura 44 — Primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG’s) dos

nanocompdsitos da goma gelana.
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Tabela 13 — Perda de massa (%) por faixa de temperatura dos trés eventos

principais dos nanocompdésitos da goma gelana.

Perda de massa (%)
Nanocompdsitos
25-150 °C | 150-225 °C | 225-450 °C Residuo
G1 7,40 16,14 36,31 40,15
G2 9,80 18,57 27,83 43,80
G3 7,79 21,37 26,98 43,87

Fonte : Autoria propria

As Figuras 43 e 44 exibem os resultados das analises termogravimétricas

dos nanocompdésitos de PPy e goma gelana sintetizados e suas respectivas
derivadas. A Tabela 13 compara os valores de perda de massa nas mesmas
faixas de temperatura que o PPy Il escolhido da metodologia Il para a

incorporacao das gomas. Com base nos resultados obtidos dos nanocompoésitos
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de goma xantana e PPy poderemos comparar a estabilidade térmica para essa
goma, pois, na literatura resultados para comportamento térmico da goma

gelana e PPy juntos, até a presente data, ainda nao foram reportados.

Na Figura 43 as amostras dos nanocompodsitos G1, G2 e G3
apresentaram perfis similares com os nanocompdésitos da goma xantana, esse
aspecto também apresenta analogia entre si até a perda de massa principal, em
torno de 150-225°C. A perda de massa acontece através de trés eventos
principais como apresentadas em X1, X2 e X3, a fase inicial, em torno de 90 °C,
representa a desidratagédo da umidade absorvida pelos aerogéis, ou seja, ocorre

a evaporacao de compostos de menor massa molecular como agua.

O segundo evento envolve uma perda de massa em torno de 150 °C, que
pode ser atribuida ao inicio da decomposicao das cadeias polimérica da goma
gelana com a eliminacdo também de materiais volateis, resultante de acidos e
subprodutos da reagcdo. A Ultima etapa acontece em torno de 225-450°C
iniciando a perda de massa principal correspondente a PPy I, devido a pirdlise
da espinha dorsal dos polissacarideos, resultando na decomposicao da cadeia

polimérica.

Através da Figura 44, a curva da derivada demonstra uma inversao nas
intensidades relativas dos dois principais eventos na curva DTG apdés a liberacao
de agua. No primeiro evento em 150-225°C, a medida que aumenta a
concentracdo da goma gelana na cadeia polimérica do PPy ocorre um aumento
significativo de perda de massa como apresentado na Tabela 13, mas diminui a
faixa de temperatura de degradacédo da goma gelana na mesma proporcao.

by

No segundo evento, em torno de 225-450 °C, a medida que a
concentracdo da goma gelana aumenta, os valores em percentual de perda de
massa diminuem, ou seja, quanto menor a concentracdo mais ele vai se
aproximar do mesmo comportamento térmico apresentado para o PPy Il puro na
secao 4.2.3.

Estudo de estabilidade térmica através de analise termogravimétrica entre
o PPy e a goma gelana, até a presente data, sdo inéditos na literatura, apenas
contendo os mesmos separadamente. Tais estudos poderiam ser utilizados
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como referencial para essa andlise. Desta forma, como as gomas apresentam
semelhancas entre suas cadeias polimericas, estudos realizados com a goma
xantana foram aqui usados para descrever os resultados obtidos no estudo com
a goma gelana [10,81,82,142].

Além disso, a PANI é o polimero condutor que mais se aproxima do PPy
ao comparar a sua estrutura. No trabalho realizado por Karthika et al, 2015,
estudou-se a conducgéao elétrica através de micro-ondas entre enxertos de goma
gelana e da PANI. Em suas caracterizacbes, as curvas de TG apresentaram
similaridade entre as obtidas nesse estudo com o PPy e a goma gelana nessa
dissertacao [143].

Os nanocompdésitos contendo a goma k-carragena C1, C2 e C3 estao
apresentadas nos graficos presente na Figura 45, e suas respectivas derivadas

na Figura 46 e a perda de massa na Tabela 14.

Figura 45 — Curvas TG’s dos nanocompdésitos da goma k-carragena.
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Figura 46 — Primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG’s) dos

nanocompdsitos da goma k-carragena.
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Tabela 14 — Perda de massa (%) por faixa de temperatura dos trés eventos

principais dos nanocompdsitos da goma k-carragena.

Perda de massa (%)
Nanocompdsitos
25-150 °C | 150-225 °C | 225-450 °C Residuo
C1 10,21 11,16 39,29 39,34
Cc2 9,79 14,24 31,05 44,92
C3 11,71 15,67 30,79 41,83

Fonte : Autoria propria

As Figuras 45 e 46 expdem os resultados das analises termogravimétrica
dos nanocompésitos de PPy e goma k-carragena das diferentes concentragdes
e suas respectivas primeira derivada. A Tabela 14 faz uma comparagao entre 0s
valores calculados da perda de massa dos nanocompdsitos na mesma faixa de
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temperatura que o PPy Il que foi escolhido como a metodologia a ser adotada
para incorporacao das gomas.

Na Figura 45 as amostras dos nanocompositos C1, C2 e C3 apresentaram
perfis similares com os nanocompaésitos da goma xantana, esse aspecto também
apresenta relagdo quando comparamos os graficos até a perda de massa

principal, em torno de 150-300 °C.

Como apresentado para as outras duas gomas, a perda de massa
acontece através de trés eventos principais, inicialmente temos a perda de agua
em torno de 90°C, representado pela desidratacao causada devido a capacidade
de absorcdo de dgua comum nos aerogéis e por ela apresentar baixa massa
molecular. Em comparacdo com as outras duas gomas, a perda de massa do
primeiro evento para a k-carragena € maior que a gelana, xantana e para o PPy
Il, para as gomas esse comportamento pode ser explicado pela quantidade de
moléculas -OH presente na estrutura molecular.

O evento seguinte, entre 150 e 225°C, pode ser conferido a decomposicao
inicial das cadeias poliméricas da goma k-carragena em conjunto com 0s
materiais volatil resultante de subprodutos da reacao como &cido fitico que nao
foram ligados a estrutura da goma k-carragena por apresentar poucas moléculas
em seu mondmero. Ja a Ultima etapa, entre 225 e 450°C, acontece a perda de
massa principal dos nanocompdsitos atribuidos a decomposicdo da cadeia
polimérica resultante da pirélise das moléculas de PPy.

Através da Figura 46 apresentando a curva da primeira derivada das
curvas termogravimétricas, relacionando os trés eventos destacados
anteriormente e entre eles 0s eventos principais ap0s a desidratacao/liberacao
de agua. No primeiro evento é atribuido a goma k-carragena, entre 150-225 °C,
a medida que aumenta a concentragdo da goma k-carragena na cadeia
polimérica do PPy, ocorre um aumento da perda de massa, mas esse
comportamento se mantem na mesma faixa de temperatura mesmo variando a
concentragcdo como apresentado na Tabela 14. Vale ressaltar que para C1 o
evento aparece de forma mascarada decorrente do aumento abrupto da perda
de massa relacionado ao PPY e pela diminuicdo da faixa de temperatura do

inicio da degradacédo do mesmao.
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O segundo evento é atribuido ao PPy devido a decomposicdo da sua
cadeia polimérica em comparacao aos graficos de TG da se¢éo 4.2.3, os valores
em percentual de perda de massa decaem, a medida que aumentam a
concentracdo da goma k-carragena, mas em relacdo ao PPy I, a faixa de
temperatura de degradacao diminui. Em todos os eventos podemos perceber
uma contraversao entre os valores, ou seja, as concentracdes sao inversamente
proporcionais as perdas de massa, mantendo uma estabilidade térmica para
todas as concentragdes.

Esse comportamento termogravimétrico apresenta semelhancga no estudo
realizado por Rahaman et al, 2018 que sintetizaram o PPy usando dois tipos
diferentes da goma carragena, a iota e a kappa, via sintese quimica e
eletroquimica, nesse estudo resultados similares das decomposi¢cées da goma
em relagdo ao PPy, ou seja, primeiro a goma se decompde e posteriormente o
PPy [144].

Podemos perceber que entre os principais eventos das trés gomas
utilizadas apresentam uma analogia entre suas primeiras derivadas, além do
comportamento das curvas termogravimétricas. As gomas xantana, gelana e k-
carragena apresentam uma similaridade em suas cadeias moleculares e a
interligacdo com o PPy se da mesma forma entre todas elas, por conta disso as
curvas tém uma semelhanca, sendo atribuido o primeiro evento a evaporacao
de agua, 0 segundo evento a degradacdo da goma e o terceiro evento a
degradacdao do PPy, além de outras caracteristicas semelhantes serado
apresentados nas préximas secoes .

Fazendo um comparativo entre os resultados obtidos para as diferentes
concentracdes das gomas xantana, gelana e k-carragena, em relacao ao PPY
resulta em uma degradacéao acelerada do PPy devido ao aumento da quantidade
da goma, que se decompde em uma temperatura mais baixa. Portanto, os
nanocompositos sintetizados resultaram em uma estabilidade térmica melhorada

em relacdo ao PPy puro sem a adicao de nenhuma concentracdo das gomas.
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4.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As morfologias dos nanocompésitos estdo representadas nas Figuras
473¢ com concentragdes de goma xantana, respectivamente de 0,75, 1,25 e
1,75% (p/v).

Figura 47 (a) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdsitos do grupo da

xantana X1 e das particulas do PPy II.
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Figura 47 (b) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompésitos do grupo da
xantana X2 e das particulas do PPy II.
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Figura 47 (c) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdsitos do grupo da
xantana X3 e das particulas do PPy II.
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De modo geral, as variagées da concentragdo para o grupo da xantana
exibiram a presenca do PPy com morfologia rugosa, esferas regulares/
irregulares. Para a goma xantana, observa-se uma formagdo de estrutura
morfolégica tipo folha e algumas regides poligonais, além dos poros devido a
retencdo de agua e sua saida no processamento de liofilizacdo
[10,47,81,82,145].

Para as concentracées X1 e X3, a morfologia caracteristica das esferas
do PPy aparece de forma definida, em contraste com a amostra X2, para a qual
essas esferas estdo aglomeradas e interconectadas. A goma xantana fica
evidente em todas as concentracdes pela presenca da morfologia tipo folha nas
magnificacdes de 100 vezes e, apenas em X1 e X3 as estruturas poligonais
podem ser observadas numa magnificacado de 5000 vezes. Todas as amostras
apresentaram uma combinacao de caracteristica entre o PPy e a goma xantana,
na qual a estrutura porosa da goma xantana e o arranjo das cadeias de PPy
aparecem de forma paralela na superficie morfolégica da goma, o que é
favorecido pela natureza planar das cadeias de PPy [82].

Essas esferas regulares e irregulares nas micrografias sao caracteristica
da polimerizacao do PPy como estudado por Silva et al, 2016 e Bueno et al,
2015. Por outro lado, estruturas tipo folha, que torna o sistema mais homogéneo
devido a criacdo da rede com interacées, deve-se a presenca da goma xantana
como no estudo de KrstonoSi¢a et al, 2015 e a morfologia geométrica poligonal
da goma xantana pode ser vista no trabalho realizado por Luvielmo et al, 2016
[10,47,81,82,145].

Trabalhos presentes na literatura relacionados com a interacao entre a
goma xantana e o PPy demonstram que a morfologia obtida nesse estudo esta
de acordo com aquelas ja descritas. Por exemplo, as morfologias aqui
observadas mostram semelhangas com o estudo realizado por Bueno et al, 2015
que desenvolveu scaffolds através de eletropolimerizacao da goma xantana e do
PPy para testes bioldgicos em células fibroblasticas [10,47,81,82,145].
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As morfologias presentes nas Figuras 482%° referem-se o0s
nanocompdsitos da goma gelana nas concentracées de 0,75, 1,25 e 1,75% (p/v),

respectivamente.

Figura 48 (a) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdsitos
pertencentes ao grupo da Gelana G1 e das particulas PPy Il.
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Figura 48 (b) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdésitos
pertencentes ao grupo da Gelana G2 e das particulas do PPy Il.
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Figura 48 (c) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdsitos
pertencentes ao grupo da Gelana G3 e das particulas do PPy Il.
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Nas micrografias das amostras G1, G2 e G3 com a menor magnificacao,
100 vezes, pode-se observar a morfologia padrdo da maioria dos
polissacarideos, com estrutura tipo folha. O PPy pode ser identificado pela
presenca de aglomerados globulares na superficie rugosa e ramificada da goma
gelana, para os maiores magnificacées [10,84,85,127,146—-148].

Em todas as concentragcdes pode ser observada a presenca da goma
gelana. Em G1, G2 e G3, a porosidade aparente diminui com o aumento da
concentracdo da goma como nas micrografias com uma magnificacao de 100
vezes. A estrutura morfolégica geométrica poligonal pode ser vista pela
agregacao das particulas da goma. Esse comportamento € comum para a
maioria dos polissacarideos similares a goma xantana. O aumento da
concentracdo permite obter uma superficie plana em determinadas areas, que
por consequéncia, promove uma adesdo e proliferacdo com resultados

favoraveis para aplicacao biolégica [47].

Mohd et al, 2016 realizou um estudo de hidrogéis de goma gelana e argila
para aplicacdo na engenharia de tecidos e avaliou seu comportamento
mecanico, térmico, a viabilidade celular e as propriedades antibacterianas,
semelhantes ao estudo dessa dissertacao. A estrutura morfolégica apresentada
nesse estudo e nos estudos de Silva-Correia et al, 2011, Dewan et al, 2017 e em
maiores aumentos no estudo de Kytyr et al, 2017 encontram-se de acordo com
os resultados obtidos para todas as variacdes das concentragcdes da goma
gelana [146—-149].

Higgins et al, 2011 realizou um estudo de revestimentos protéticos neurais
de PPy dopado com a goma gelana obtendo morfologia similar a do grupo da
goma gelana. Trabalhos associando o PPy e a goma gelana para aplicacéo
biolégica ainda sdo minoria quando pesquisados na literatura como na presente
dissertacao. No entanto, a morfologia resultante do grupo da gelana, aqui obtida,
tem similaridade com aquela do estudo desenvolvido por Berti et al, 2017 que
promove a sintese e caracterizacdo de hidrogéis esponjosos eletroativos de
goma gelana para aplicagées de engenharia de tecidos musculares esqueléticos
[84,85].
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As morfologias presentes nas Figuras 493°¢ representam o0s
nanocompdsitos da goma k-carragena nas concentracées de 0,75, 1,25 e 1,75%
(p/v), respectivamente.

Figura 49 (a) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdsitos

pertencentes ao grupo da k-carragena C1 e das particulas do PPy Il.
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Figura 49 (b) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdésitos
pertencentes ao grupo da k-carragena C2 e das particulas do PPy Il.
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Figura 49 (c) — Micrografias obtidas por MEV dos nanocompdsitos

pertencentes ao grupo da k-carragena C3 e das particulas do PPy Il.
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Nas diferentes concentracdes de k-carragena em C1, C2 e C3, as
micrografias demonstraram que a morfologia padrdao da goma esta visivelmente
presente numa magnificagdo de 100 vezes, apresentando uma estrutura similar

as outras gomas exibidas nesse estudo. Como ja mencionado, essa morfologia
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€ padrao da maioria dos polissacarideos, com estrutura morfoldgica tipo folha
[150-155].

O PPy pode ser identificado pela presenca de aglomerados globulares na
superficie rugosa e ramificada da goma k-carragena para todas as
concentragdes, evidenciando a menor concentracdo C1, onde os gl6ébulos
aparecem de forma definida numa magnificacdo de 15000 vezes. Este aspecto
difere das outras concentracdes, C2 e C3 que, com o aumento da propor¢ao da
goma, os glébulos se tornam aglomerados e perdem sua estrutura globular,
tornando a superficie aspera e rugosa [20,86,110,112,116,129,138,156].

A morfologia definida do PPy presente nas micrografias de C1, esta de
acordo com a literatura como no estudo realizado por Esmaeili et al, 2017 que
produziu um biossensor de DNA a base de nanoparticulas da goma k-carragena,
PPy e particulas de ouro para determinacao de um género de peixes, com
morfologia globular bem definida a baixas concentragdes da goma [156].

Essa superficie foi identificada também no estudo da sintese quimica e
eletroguimica de PPy usando k-carragena como dopante realizado por Rahaman
et al, 2018. Nele, revelou-se uma superficie lisa com o0 aumento da concentragao
da goma k-carragena, em conjunto com a morfologia globular do PPy.
Resultados semelhantes também foram observados para PPy dopado com
outros polissacarideos, como acido hialurénico e goma de gelana [144].

Todas as gomas apresentaram uma homogeneidade na rede do aerogel
com uma estrutura porosa e similar entre cada composicao dos grupos da goma
xantana, gelana e k-carragena. Essa estrutura pode promover caracteristicas
morfolégicas com resultados significativos em testes mecanicos e de absorcao
de agua (como perspectivas futuras nesse estudo), além da sua aplicabilidade
para promover testes bioldgicos positivos (apresentado nas préximas secoes).

4.3.4 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A morfologia complementar por MET proporciona uma avaliacdo em
escala nanométrica dos nanocompdsitos estudados e estao apresentadas nas
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micrografias das Figuras 502°¢ para os grupos das gomas xantana, gelana e k-

carragena representados respectivamente.

Figura 50 (a) — Micrografias obtidas por MET dos nanocompdésitos

pertencentes ao grupo da goma xantana.
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Figura 50 (b) — Micrografias obtidas por MET dos nanocompdésitos

pertencentes ao grupo da goma gelana.
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Figura 50 (c) — Micrografias obtidas por MET dos nanocompdésitos

pertencentes ao grupo da goma k-carragena.

De modo geral, a variagdo da concentragdo estabelecida na metodologia

para adicdo das gomas no PPy, para todos os grupos (xantana, gelana e k-
carragena) exibiram uma similaridade entre as suas morfologias, assim como
apresentado nas micrografias por MEV. Por conta disso apenas imagens por
grupo foram apresentadas, pois a variacdo da concentracdo nao exibe
diferengas significativas dentro de cada grupo.

Como exibido na secao 4.2.6 para a estrutura do PPy sem a adicdo das

gomas, sua morfologia caracteristica € unanime em todas as micrografias
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exibindo caracteristicas analogas as micrografias por MEV, expondo uma
morfologia globular, com particulas aglomeradas ou interconectadas entre si de
diferentes tamanhos na escala nanométrica que sao atribuidas ao PPy em
diferentes densidades eletronicas. Adicionalmente, observam-se aglomerados
tipo folha ao longo de uma estrutura com um contraste diferente , rede densa e
fibrosa comum na maioria dos polissacarideos naturais e utilizados nesse estudo
[116,126,131,132].

Essa diferenca de contraste pode ser atribuida a densidades eletrénicas
diferentes entre o PPy e as gomas, apresentando uma morfologia nicleo-casca
como no um estudo de Esmaeli et al, 2014 que sintetizou e aplicou o PPy
incorporado a k-carragena como um catalisador em células de combustivel
microbiano, em suas imagens de MET ele confirma a morfologia com uma
estrutura nacleo-casca (do inglés, core-shell) entre o polipirrol e a goma k-
carragena, a casca seria 0 polissacarideo natural, que tem propriedades
individuais externas e um contraste menor, e o PPy como o ndcleo, com uma

maior densidade eletrdnica consequentemente maior contraste [86].

Com a adicao das gomas, diferente das micrografias de PPy sem sua
presencga, os aglomerados mostram-se mais interconectados, como em uma
rede tridimensional, assim como foi proposto pela Figura 21 e comprovada pelas
micrografias por MET. Vale ressaltar as micrografias do grupo da gelana que
proporcionaram a formacédo de nanotubos, que auxiliam na formacédo de uma

rede tridimensional mais homogénea e favoravel para a adesao celular.

A presenca de nanotubos para o grupo da gelana pode ser explicado pela
acidez e basicidade provocada pela goma, que influencia na forma acida do MO
direcionando ndo somente a formacao globular, mas também a formacao
nanotubolar que seria majoritaria se fosse totalmente alcalina. A formacéao
desses nanotubos requer uma otimizagdo das concentracdes dos reagentes e a
ordem especifica no momento da mistura. Particularmente, em alta
concentracdo quando adicionado junto com o oxidante, os nanotubos se formam
com uma seccao transversal retangular. Por outro lado, quando o MO pré-
mistura com 0 mon6émero de Py (antes do oxidante), os nanotubos se formam

com baixos didametros e longos comprimentos [26,116,126,128,157].
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Como em alguns resultados nessa dissertacao, a metodologia proposta e
desenvolvida nesse estudo impede que sejam feitas validacbes com os
resultados apresentados junto com a literatura. No caso das imagens MET, nao
ha, até a presente data, trabalhos micrografias que contenham o PPy e as gomas
utilizadas nesse estudo com esse tipo de metodologia. Porém, alguns trabalhos
apresentando as gomas como Unico componente, sem a incorporagao do PPy,
podem ser citados como no estudo de Qazi et al, 2017 com o uso de espessantes
comerciais, dentre eles a goma xantana para estudos reolégicos em disfagia.
Outro estudo contendo a goma xantana foi realizado por Iftekhar et al, 2018
fabricando novos nanocompdsitos de hidroxido duplo lamelar com goma xantana

para adsorcao de elementos de terras raras [158,159].

Gaillard et al, 2016 desenvolveram um estudo em varias escalas
monitorando a arquitetura de conjuntos de surfactantes anidénicos de k-carragena
e glicina betaina amida catiénica por diluicdo. Oliveira et al, 2009 fizeram um
estudo da incorporacédo da goma gelana para a engenharia de tecido. Todos os
trabalhos apresentados nessa secéo trazem caracterizagées incluindo a MET,
onde apresentaram similaridades morfol6gicas com os resultados desse estudo,
para as gomas xantana, gelana e k-carragena [160,161].

4.3.5 Testes de Atividade Antibacteriana: Método de Difusdo em Agar por Poco

O método de difusao por poco utilizando agar nutriente foi estudado a fim
de identificar atividade antimicrobiana dos nanocompasitos obtidos pela juncao
do PPy e das diferentes concentracées dos polissacarideos frente a bactérias
Gram-positivas como Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli (ATCC 25992) ap6s 24 horas de inoculacao.

As Figuras 513¢ apresentam os halos de inibicdo, para os
nanocompdsitos da goma xantana, gelana e k-carragena respectivamente,
seguidos da Tabela 15 com os valores em triplicata dos halos de inibicao
medidos através do software, de dominio publico, FIJI-lmaged. Como
apresentados nos resultados das metodologias sem a adicdo dos
polissacarideos, as areas de cor mais clara ao redor das amostras sao os locais
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onde ndo houve o crescimento de bactérias e as zonas de inibicado sao

conferidas a atividade bacteriostatica.

Figura 51 (a) — Halos de inibicdo dos nanocompdsitos da goma xantana frente
as bactérias (a) S.Ae (b) E.C.

Fonte : Autoria propria.

Figura 51 (b) — Halos de inibicdo dos nanocompdsitos da goma gelana frente
as bactérias (a) S.Ae (b) E.C.

| b EC.

Fonte : Autoria propria.

Figura 51 (c) — Halos de inibicao dos nanocompdsitos da goma k-carragena
frente as bactérias (a) S.Ae (b) E.C.

Fonte : Autoria propria
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Tabela 15 — Médias/desvios padrées dos halos de inibicdo dos

nanocompositos.

Bactéria Goma Nanocompdsito Diametros (mm) Dié(mf:l;oin;gdio
X1 42,12 | 33,94 | 35,96 37,74+3,48
Xantana X2 43,94 | 36,01 | 37,02 38,9943,53
X3 44,45 | 37,88 | 36,89 39,7443,35
G1 35,565 | 38,74 | 38,78 37,69+1,55
*S. A Gelana G2 44,84 | 36,77 | 37,34 39,62+3,68
G3 48,35 | 37,50 | 37,77 41,2045,05
C1 39,95 | 31,95 | 32,51 34,80+3,65
«“ c2 36,78 | 31,74 | 30,88 33,1342,60
carragena
C3 33,85 | 32,74 | 31,39 32,66+1,01
X1 24,79 | 26,23 | 26,69 25,9040,81
Xantana X2 26,06 | 25,48 | 23,86 25,1410,93
X3 24,75 | 26,28 | 25,05 25,36+0,66
G1 33,79 | 33,563 | 33,22 33,5140,23
E.C Gelana G2 38,88 | 38,58 | 38,59 38,69+0,14
G3 32,28 | 31,54 | 31,79 31,8710,31
C1 31,16 | 25,68 | 29,71 28,85+2,32
“ C2 27,80 | 24,76 | 27,09 | 26,55%1,30
carragena
C3 23,33 | 22,01 | 22,80 22,71+0,54

SD: Standard deviation ( Desvio-Padrao),* :p>0,05

Fonte : Autoria propria.

Estatisticamente, ndo ha uma diferenca do didmetro dos halos, quando
relacionamos o teste G, para todos os grupos usando a bacteria S.A ocorrendo
uma semelhanca entre os valores apresentando um nivel de confianga de p>0,05
simbolizado por (*) na Tabela 15, porém, quando fazemos as seguintes relagoes:
entre todos os grupos de todas as bactérias, para cada grupo e bactérias
diferentes e entre todo os grupos e a bacteria E.C, ocorre uma divergéncia entre
seus valores, obtendo um nivel de confianga de p<0,05.
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As Figuras 512 evidenciaram o potencial bacteriostatico para todos os
grupos estudado nessa dissertacdo. No entanto, os tamanhos dos halos
comprovaram que a interacao do PPy com os polissacarideos se deve a acao
em conjunto. Ou seja, os polissacarideos como componente Unico, sem
nenhuma acao de aditivos, ndo apresentaram inibicado devido a sua origem
bacteriana apresentadas na Figura 1 do Apéndice. Porém, quando associadas
com o PPy com concentracdes variaveis de polissacarideos, havera diferenca
entre as formagdes dos halos de inibicdo como demonstrado na Tabela 15 e

apresentadas nos paragrafos seguintes.

Quando se comparam as duas bactérias estudadas, observam-se valores
superiores para os halos de inibicdo de todos os grupos com a inoculacédo na
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Isso se deve a propriedade
impermeavel a espécies neutras ou carregadas anibnicas, em consequéncia da
presencga de fosfatos na sua parede celular como observado para os PPy sem a

adicao das gomas.

Avaliando-se separadamente os grupos, para cada bactéria, podemos
observar para a Staphylococcus aureus que o grupo da xantana e da gelana
apresentaram uma proporcionalidade entre a variacdo da concentracdo e o
didmetro das zonas de inibicdo, aumentando os halos com o aumento da
concentracdo. Para o grupo da k-carragena a variacao da concentracao e as
zonas de inibicdo sdo inversamente proporcionais, ou seja, 0 aumento da
concentragao diminui os halos de inibigéo, isso se deve ao menor teor de sulfato

da k-carragena.

Para a Escherichia coli os grupos da xantana nao apresentaram diferenca
significativa entre 0 aumento da concentracéo e os halos de inibigdes formados.
Ja para o grupo da gelana, o aumento do halo de inibicéo foi evidenciado quando
usado a concentracao de 1,25 % (p/v) da goma em comparacdo com as outras
concentragdes estudadas, e para a k-carragena observamos O mesmo

comportamento apresentado para a Staphylococcus aureus.

Fazendo a média dos resultados para cada variacdo de concentracao das
gomas usadas, podemos observar que para a Staphylococcus aureus a goma

gelana obteve uma média maior de inibigho em comparagdo com a goma
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xantana e k-carragena respectivamente. Para a Escherichia coli, o mesmo
resultado pode ser observado em comparacdo a k-carragena e a xantana,
respectivamente. Deste modo, é possivel classificar a atividade bacteriana dos
nanocompdsitos de PPy e polissacarideos, em termos de zona de inibicao, na
seguinte ordem: Escherichia coli < Staphylococcus aureus como observado para
as amostras sem a adicao das gomas.

Se considerarmos a eficiéncia da acdo bacteriostatica presente na
variacdo da concentracdo dos polissacarideos em funcdo do PPy, frente as
bactérias, teremos a seguinte ordem por grupo: Xantana E.C > k-carragena E.C

> K-carragena S.A > Gelana E.C > Xantana S.A > Gelana S.A.

A aplicagéo biolégica usando bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
para esse sistema de sintese usando polissacarideos (as gomas xantana,
gelana e k-carragena) agregado ao PPy, até a presente data, ainda é inédita na
literatura. Entretanto, estudos abordando o potencial bacteriostatico dos
polissacarideos podem ser encontrados como na revisao de kumar et al, 2018.
Nestes, alguns autores prepararam hidrogéis baseados em goma xantana e
quitosana associados com ouro via uma rota quimica minimizando o uso de
solventes e reagentes organicos, evidenciando uma boa atividade antibacteriana
por inibicdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [13].

Rukmanikrishnan et al, 2019 realizaram uma misturas de nanocompdésitos
a base de goma gelana, goma xantana e 6xido de zinco para aplicagdo em
embalagens com propriedades reoldgicas e antimicrobianas favoraveis exibindo
halos inferiores aos relatados nesse estudo tanto para a S.A e para E.C, porém
exibindo efeito antibacteriano forte para as mesmas. Ja no estudo realizado por
Zhu et al, 2019 a k-carragena foi usada em uma sintese verde junto com outro
obtendo boa estabilidade aquosa, baixa citotoxicidade e uma atividade
antibacteriana robusta com halos de inibicdes também inferiores para os tipos

de bactérias utilizado nessa dissertagao [162,163].

Como relatado anteriormente, na seg¢édo 4.2.7, para testes de atividade
antibacteriana no mesmo método de difusdo em agar por poco, o PPy sozinho
para a sintese que foi incorporado os polissacarideos apresenta inibicao e os
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resultados obtidos correlacionando com a literatura ja foram apresentados na
secao.

4.3.6 Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade apds a incorporacao das gomas na estrutura
do polipirrol foram utilizados ensaios em triplicata com fibroblastos de
camundongos L929, de acordo com as normas ISO 10993-5, também seguindo
as mesmas especificacbes que foram realizadas anteriormente, com as
amostras sem a adicao das gomas, aplicando em seus extratos, contabilizando
a viabilidade celular. Os ensaios estdo apresentados na Figura 522°¢d com um
comparativo entre os controles positivos, controle negativo e a amostra da
metodologia Il para comparacdo no lugar do controle positivo. Os asteriscos
representam p< 0,05 vs controle negativo e as linhas tracejadas destacam os
limites da viabilidade de acordo com a norma ISO 10993-5 [97].

Figura 52 (a)- Comparativo do ensaio de citotoxicidade dos nanocompdésitos

da goma xantana, PPy Il, controle positivo e controle negativo.
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Na Tabela 1 na secdo Anexo, podemos fazer a classificacao através dos
os niveis de viabilidade celular resultantes conforme a norma ISO 10993-5
(2009). Na Figura 522, superior a linha tracejada, todas as variagbes de
concentracdo da goma xantana com o PPy |l apresentaram, em comparacao ao
controle negativo (somente células), um nivel nao citotoxico levando ou ndao em
consideracao os desvios padrdes. Além disso, quando adotamos o controle
negativo sendo o PPy Il percebemos que para todas as concentra¢cdes obtemos
resultados superiores com a adicdo da goma xantana, também obtendo
resultados nao citotéxico e ambos sao constantes em relacdo a concentracéao
[97].

Bueno et al, 2015 fizeram um estudo relacionando da biocompatibilidade
da goma xantana junto com o PPy para aplicagcdo como um biomaterial também
no formato de uma estrutura tridimensional como apresentado nessa
dissertacdo. Seus resultados foram semelhantes aos obtidos nessa segao
quando comparados aos resultados de 24 horas, nesse estudo. Além da
citotoxicidade eles avaliaram também o potencial biocompativel com a
proliferacdo celular tanto da goma xantana pura, quando dela com o PPy

obtendo resultados de cerca de 32% superior, quando incorporado ao PPy [82].

Outro estudo relacionando a goma xantana como um polissacarideo
natural com potencial a engenharia de tecido foi realizado por Kumar et al, 2017
com uma revisao sobre os principais trabalhos apresentados até a data da sua
publicacao relacionando o potencial tanto in vitro quanto in vivo da utilizacao da
goma xantana com outros materiais e com o PPy. Entre os artigos contidos
nessa revisao, as aplicagdes in vivo trazem resultados que incentivam a
continuidade desse estudo para uma proliferacdo e posteriormente uma
aplicacéo in vivo dos scaffolds em um tecido muscular lesionado [13].

Os ensaios da citotoxicidade da goma gelana com o PPy estao
apresentados na Figura 52° trazendo um comparativo entre os controles positivo,
negativo e o PPy Il.
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Figura 52 (b) — Comparativo do ensaio de citotoxicidade dos nanocompadsitos
da goma gelana, PPy lI, controle positivo e controle negativo.
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De acordo com a Tabela 1, conforme a norma ISO 10993-5 (2009) todas
as variacoes de concentracdo da goma gelana com o PPy Il apresentaram, em
comparacao ao controle negativo (somente células), a classificagcdo em nivel nao
citotoxica levando ou ndao em consideracdo os desvios padrées. Quando
adotamos o controle negativo sendo o PPy Il percebemos que para as
concentragcdes de 1,75 e 0,75% (p/v) da goma gelana em relacdo ao PPy, os
resultados sdo superiores respectivamente, e para a concentracdo de 1,25, os
resultados sdo semelhantes quando comparamos ao PPy Il, todos os resultados
obtidos sdo superiores com a adicdo da goma gelana, também obtendo
resultados nao citotoxico [97].

Como ja apresentado anteriormente na secao 1.7, Berti et al, 2017
realizaram um estudo de hidrogeis esponjosos com a goma gelana e o PPy em
forma de scaffolds para aplicagbes em engenharia de tecido muscular
esquelético, eles desenvolveram trés métodos diferentes de polimerizagéo

oxidativa quimica in situ e a goma Gelana foi empregada na concentracao de
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1,25% (p/v) também reticulada com o CaCl2 como nessa dissertagdo. Em todos
0Ss casos, a aplicacdo em células da linhagem L929 evidenciou um
comportamento ndo citotdxico, assim como obtido e apresentado na Figura 49°
e também em outras concentracdes da goma gelana, superior e inferior a 1,25%
(p/v). O papel da goma gelana como um polissacarideo natural com potencial
para engenharia de tecido foi apresentado por Stevens et al, 2016 com uma
revisdo de diversos artigos que promovem estudos para essa aplicacdo como in
vitro e in vivo , além da suas caracteristicas de facil processamento e custo de
sintese [83,85].

Os ensaios da citotoxicidade da goma k-carragena com o PPy estao
apresentados na Figura 52° trazendo um comparativo entre os controles positivo,
negativo e o PPy Il.

Figura 52 (c) — Comparativo do ensaio de citotoxicidade dos nanocompésitos
da goma k-carragena, PPy Il, controle positivo e controle negativo.
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Conforme a Tabela 1, apresentada em Anexos, todas as variagdes de
concentragdo da goma k-carragena apresentaram, em comparagao ao controle
negativo o nivel de classificacdo nao citotoxico em consideracdo ou nao dos
desvios padrdes acima de 90% de viabilidade. Quando adotamos o PPy Il como
controle negativo, percebemos que para a concentracao de 1,25% (p/v) da goma
K-carragena em relacdo ao PPy os resultados sdo superiores assim como as
outras duas concentracoes, porém a concentragdo majoritaria € a de 1,25% (p/v).
Assim, como ao comparar o PPy Il com as concentracdes, todos os resultados
obtidos sdo superiores com a adi¢cdo da goma k-carragena, também obtendo
resultados superiores a 90% [97].

Na secdo 1.7 destacamos o potencial biocompativel, até mesmo a
aplicagéo in vitro e in vivo do PPy sozinho e dele com os polissacarideos naturais
escolhidos para essa dissertacdo. Para a goma k-carragena até a presente data
trabalhos envolvendo em conjunto com o PPy ainda nao foram explorados,
portanto, para fim comparativo e validado apenas essa funcdo separada das

aplicac6es bioldgicas foram apresentados na secao.

Rode et al, 2018 realizou um estudo de hidrogeis de kappa-carragena em
forma de scaffolds para carreamento de células estromais multipotentes
derivadas da pele, eles obtiveram resultados que proporcionaram um potencial
dos scaffolds para entrega e até mesmo crescimento e manutencao in vitro. Além
disso suas caracterizacbes acomodaram resultados que seriam capazes
também de atuar como um sistema de entrega de células a pele ferida e um
sistema de administragédo para varias aplicacdes, além da cicatrizacao de feridas
na pele [164].

Para melhor visualizagdo de todos os resultados, a Figura 259 apresenta
todos os grupos reunidos em comparagao ao PPy Il (metodologia adotada para
a incorporacdo das gomas) que sera o controle negativo para relacionar a
viabilidade celular sem a adi¢cdo das variacées de composicdo das gomas no
ensaio de citotoxicidade.
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Figura 52 (d) — Comparativo do ensaio de citotoxicidade de todos os grupos e
o PPy Il, como controle negativo.
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Um resumo apresentado na Figura 529 podemos atribuir que, todas as
amostras e todas as concentracdes foram superiores a 90%. O comparativo
estatistico resultante, fazendo algumas relacdes, revelaram que, para todas as
concentracdes, ndao apresentaram diferenca estatistica significante em relacao
ao controle negativo com p>0,05, e, quando correlacionados entre as diferentes
concentracdes e entre o controle negativo sendo adotado com o PPy Il, também
nao apresentaram resultados considerados significantes.

Vale ressaltar que a aplicabilidade biolégica para uma a goma xantana
por exemplo, serviria de exemplo para desenvolver um estudo sobre os
resultados obtidos para a goma k-carragena, que nao possui estudos
relacionando-a com o PPy até a presente data. O comparativo delas pode ser
aplicado devido a sua similaridade em grupos funcionais e em relacdo a suas

caracteristicas.
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5 CONCLUSOES

As analises fisico-quimicas (DRX, FT-IR, TG, BET, MEV e MET)
permitiram visualizar que as duas metodologias empregadas foram eficazes,
confrmando a polimerizacdo do PPy e permitindo escolher a melhor
metodologia, a metodologia |lI, para a incorporagdo e aplicacdo dos
polissacarideos naturais seguindo os requisitos basicos para cada analise.

A aplicagdo biolégica das amostras oriundas das duas metodologias
frente a difusdo de discos para atividade antimicrobiana resultou na formacao de
halos de inibicdo com diametros significativos para as bactérias Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, indicando que o biomaterial pode ser usado como
agente bactericida com propriedade bacteriostaticos (antimicrobiano) tanto para
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Os resultados de
citotoxicidade permitiram concluir que as duas metodologias empregadas néao
resultaram em nenhuma citotoxicidade em contato com as células fibroblasticas
(L929), mas o percentual relacionado ao PPy Il resultou no extrato que

apresentou maior viabilidade celular.

Os scaffolds dos nanocompdésitos, foram produzidos com diferentes
concentracdes de polissacarideos naturais em relacdo ao PPy. Para as analises
de FT-IR, todas as gomas apresentaram semelhancas em seus espectros em
consequéncia das similaridades das suas moléculas, porém foi possivel
identificar que as diferentes concentragcdes nédo influenciaram. O comportamento
térmico dos nanocompdsitos evidenciou, para todas as gomas, uma diminuicao

na faixa de decomposicédo do PPy quando comparado ao PPy Il

Através das analises morfologicas com o MEV e MET, foi possivel
identificar as morfologias globulares do PPy e em folhas das gomas para o MEV
e para o MET as morfologias nlcleo-casca das ligacoes entre o PPy e as gomas,
respectivamente denominado como nucleo e casca. Ainda nas imagens MET o
aparecimento dos nanotubos para o grupo da goma gelana, proporcionou
comprovar o envolvimento entre o direcionador de estrutura utilizado, o MO, nas
estruturas dos nanocompésitos, onde foi a Unica goma que promoveu 0O

aparecimento dessa morfologia. Portanto, a adicdo das gomas com todas as
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concentragdes, trazem melhorias significativas para a estrutura polimérica do
PPy.

Assim como avaliado para as duas metodologias empregadas, os ensaios
de disco em atividade microbioldégica dos nanocompdsitos apresentaram um
aumento significativo dos halos de inibicao, comparado ao PPy sozinho do PPy
I, frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, para todas as
concentracdes das gomas utilizadas, destacando o grupo da goma gelana e da
Xantana que obteve resultados superiores comparado a goma Kk-carragena,
frente as duas bactérias.

Para os ensaios de citotoxicidade frente a células fibroblasticas (L929)
todas as concentragdes das gomas utilizadas foram superiores em termo de
viabilidade celular comparado com os resultados do PPy Il, o grupo da goma
xantana ndo obteve resultados significativos entre a variacdo da concentracéao
mantendo uma linearidade na percentagem da viabilidade celular, a
concentracdo de 1,25 % (p/v) da goma gelana apresentou uma inferioridade
nesse ensaio similar em comparacao ao PPy Il. O grupo da goma k-carragena
apresentou melhores resultados para esse ensaio com viabilidades superiores
comparados aos outros grupos. Vale ressaltar que mesmo que apresente uma
diferenca nos gréficos, o tratamento estatistico comprovou que néo ha diferenca

significante entre eles.

Portanto, a introducao das gomas xantana, gelana e k-carragena nas
concentracées 0,75, 1,25 e 1,75% (p/v) na estrutura polimérica do PPy,
proporcionaram melhorias significativas para formacdo de uma estrutura
tridimensional com caracteristicas minimas para aplicacdo do material na

engenharia de tecidos esquelético musculares.
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6 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Em continuidade a este trabalho de dissertacdo sugere-se:

» Avaliar o potencial dos hidrogeis em estudos de reolégicos com as
diferentes concentragdes das gomas utilizadas;

» Avaliar a influéncia da incorporacdo das gomas nas propriedades
mecanicas dos scaffolds em comparacéao a estrutura do PPy preparado;

» Avaliar os nanocompoésitos e o PPy Il no processo de adesao,
diferenciacao e proliferacao celular;
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8 APENDICES

Figura 1 — Halos de inibicdo das gomas puras frente as bactérias Gram-
positivas(a) (Staphylococcus aureus [S.A)]) e bactérias Gram-negativas (b)
(Escherichia coli [E.C.]) ap6s 24 horas de inoculacao, onde Ol, Oll e Oll sao

respectivamente, as gomas xantana, gelana e k-carragena.

9 ANEXOS

Tabela 01 —Classificacao de citotoxicidade para os niveis de viabilidade celular
em porcentagem, segundo categorias de toxicidade dos materiais da norma
ISO 10993-5: 2009 [97].

Citotoxicidade Faixa da viabilidade celular (%)
Nao citotoxico > 90
Levemente citotdxico 80 a 89
Moderadamente citotdxico 50a79
Severamente citotéxico <50
Nao citotoxico > 90

Fonte: INTERNATIONAL STANDARD ISO 10993-5 [97].



