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Resumo

A possibilidade de reconstituicdo dos tecidos 6sseos nos incentivou a buscar novos
materiais para a formacdo de um compoésito que fosse biocompativel, biofuncional e que
possuissem as principais caracteristicas fisicas de um arcabouco de crescimento de tecidos.
Por exemplo, a mistura de nanotubos de carbono com outros materiais como polimeros
podem gerar compositos inteligentes com novas propriedades elétricas e mecanicas. Apesar
do uso de polimeros apesar ter aumentado enormemente nas ultimas décadas, este ainda tem
seu uso muito limitado na drea biomédica devido a sua baixa biocompatibilidade. Uma
alternativa viavel para substituicdo destes polimeros é o colageno, que ¢ uma biomolécula
que se estrutura em forma de uma matriz altamente porosa. Baseados nesta caracteristica e
nas possiveis variagdes estruturais que podem ser causadas pelos NTC ao se incorporar
nesta matriz comecamos a desenvolver esse trabalho que envolve aspectos de pesquisa e
desenvolvimento na area de biotecnologia. Além disso, o estudo de compdsitos de colageno
e nanotubos de carbono, de modo a construir nanoestruturas que possam substituir estruturas
bioldgicas, permitindo sua regeneracdo, restauragdo e manutencdo da sua func@o. Nesta
dissertacdo iremos trabalhar com dois sistemas nanométricos de grande importancia: o
colageno, que ¢ uma seqiiéncia de moléculas de aminoacidos; e o NTC, que ¢ um conjunto
de atomos de carbono ordenados nanoscopicamente em forma de tubos, visando modificar,
melhorar e criar novas aplicagdes nas areas de reconstrugdo de tecido e biointegragao.

O objetivo principal deste estudo € a construcdo de estruturas que possam ser
colocadas em substituigdo a perdas de tecido, de modo a prover suporte para o meio
extracelular, bem como permitir que células hospedeiras recriem um novo tecido natural.
Para que este objetivo fosse alcancado foi necessaria uma grande quantidade de NTC e
conseqilentemente, o desenvolvimento do crescimento destas estruturas em larga escala.
Como primeiro passo de desenvolvimento deste trabalho a realizagdo de sintese em larga
escala de NTC via deposigdo quimica na fase vapor (CVD) pela pirdlise do gas
hidrocarboneto sobre suportes cerdmicos. Na segunda parte de deste projeto, realizei o
estudo da incorporagdo de NTC em matrizes biodegradaveis (colageno) para promover a
formacdo do biocomposito colageno: NTC. O biocompoésito, como previsto, sofreu
alteracdes em sua resisténcia mecanica tornando-se muito superior a matriz de coldgeno
puro, o que torna viavel a utilizagdo dos mesmos para reparos de imperfeicoes dsseas. Isto
foi possivel por causa das caracteristicas morfologicas superiores e baixa toxicidade que
possibilitaram uma reag¢do tecidual favoravel, uma maior estabilidade quimica dos
componentes, ¢ um maior estimulo a atividade celular na formag¢do da matriz 6ssea, ndo

havendo rea¢des de hipersensibilidade promovendo a osteointegracdo este material.
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Abstract

Recent advances on bone tissue engineering led us to search new materials that are
biocompatible, with different active bio functions and characteristics which are similar to
real growth tissues. Recently, it has been demonstrated that new composites with improved
mechanical and electrical properties can be created by the introduction of small amounts of
carbon nanotubes (CNT) into other matrizes (like polymers). However, in spite of the
considerable amount of studied performed in polymers in these last decades, its low degree
of biocompatibility has hindered its wide use in biomedicine. An alternative and interesting
material for a composite would be the use of collagen. Collagen is biomolecule that has
highly porosity matrix. Based on this characteristic we propose to develop a new
biomaterial composed by a mixture of collagen and carbon nanotubes. This new
biocomposite is a scaffold that can have important implications in a wide range of
biotechnology areas. This material has the potential to substitute biological structures, to
allow a more effective tissue regeneration, restitution and physical properties. Additionally,
the focus of the work involves two nanometer size systems of great interest: the collagen
which is a sequence of aminoacids and the NTC that is composed by atoms of carbon in the
forms of tubes.

The main focus of present thesis was to develop new structures that can be used for
tissue regeneration, support for cellular growth, and to permit host cells to create new
tissue. Firtly, a large scale synthesis method was developed via chemical vapor deposition
(cvd) using etilene over ceramic oxides like MgO. Secondly, I studied the incorporation of
CNT into the scaffold (collagen) to form biocomposite. It was verified that the biocomposite
had improved mechanical properties when compared with the pure collagen scaffold.
altered mechanic resistance superiority than scaffold of collagen pure. This material has
also proved to repair a bone imperfection and indicated to have a rapid adherence to the
wound area when implanted. This was possible due to the enhanced morphologic
characteristics of the composite and due to its low toxicity that can be favorable for tissue

reaction and to improve cellular activity in the form of a bone scaffold.
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1. Introducao

Em 1959, no Encontro da Sociedade Americana de Fisica no Caltech, Richard
Feynman, instigou a curiosidade dos pesquisadores em sua palestra “There’s plenty
of room at the bottom”. Abordando perspectivas da miniaturizagdo, ele profetizou o
inicio de uma nova maneira de pensar 0s processos e constru¢do de estruturas
moleculares, invertendo a dire¢do usual da construcdo de dispositivos. Sua idéia
propunha construir dispositivos ou estruturas funcionais a partir das moléculas ou
entidades supramoleculares, ou seja, dos constituintes basicos da matéria no lugar da
abordagem convencional da escala macro em direcdo ao micro (miniaturizagdo).
Materiais e dispositivos produzidos em escala menores apresentam propriedades
fisico-quimicas exoticas devido ao aparecimento de efeitos quanticos, reducdo de
tamanho, grande area interfacial e rapidez de operacdo, abrindo uma oportunidade
enorme a criatividade humana em varios segmentos da ciéncia e tecnologia.

Em particular, uma classe de materiais criados pelo homem usados em
nanotecnologia sdo os materiais nano estruturados de carbono, tais como: fullerenos
sintetizados em 1985' e os nanotubos de carbono descobertos por Ijima em 1991°,
Tais materiais de carbono, hoje apresentam um grande interesse de pesquisa em
fisica da matéria condensada, bem como em outras arcas de conhecimento como
quimica, petroquimica, ciéncia, engenharia de materiais, eletronica, informatica,
biomateriais ¢ medicina. Nos ultimos anos, a pesquisa em nanotubos de carbono
(NTC) se tornou extremamente ampla e diversificada abrindo novos campos de
estudo e grandes perspectivas de aplicacdo em todas as areas acima mencionadas com
um carater altamente multidisciplinar, permeando grande parte do conhecimento.
Existe na literatura atual uma vasta bibliografia a respeito das propriedades fisicas,
eletronicas e mecanicas dos NTC, uma boa referéncia deste assunto é Dresselhaus®.

Os NTC podem ser considerados como sistemas unidimensionais e
dependendo de seu raio e simetria (ou quiralidade), podem se comportar como um
metal ou semicondutor. Devido a forte ligacdo covalente de seus atomos, os NTC
possuem uma alta condutividade térmica e uma grande resisténcia mecanica. Os NTC
podem ser encontrados com parede simples (NTPS) ou com paredes maultiplas

(NTPM)*.
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Atualmente, o potencial de aplicagdes dos NTC ¢ imenso devido a suas
propriedades como grande area superficial e excelentes propriedades
termomecanicas, que possibilita a aplicacdo em sensores, filtro sem membranas e
também na criagdo de novos biomateriais como compdsitos na engenharia de
reconstrucdo de tecidos’.

A mistura de NTC com outros materiais (como polimeros e polimeros
biocompativeis) pode gerar compoésitos inteligentes com novas propriedades elétricas
e mecénicas. Embora o uso de polimeros tenha aumentado enormemente nas ltimas
décadas, o seu uso na area biomédica é ainda muito limitado devido a sua baixa
biocompatibilidade. O estudo destas estruturas visa o estudo e o desenvolvimento de
novos biomateriais baseados em compositos de NTC e colageno, visando modificar,
melhorar e criar novas aplicacdes nas areas de reconstrucdo de tecido e
biointegracdo. Desta forma, esse estudo envolve aspectos de pesquisa e
desenvolvimento na area de biotecnologia, como o estudo de compositos de colageno
e nanotubos de carbono, de modo a construir nano estruturas que possam substituir
estruturas biolégicas, permitindo sua regeneragdo, restauragdo ¢ manutencdo da sua
fungdo através da interacdo destes dois sistemas nano métricos de grande
importancia: o colageno, que ¢ uma seqiiéncia de moléculas de aminoacidos; e o
NTC, que ¢ um conjunto de atomos de carbono ordenados nanoscopicamente em
forma de tubos.

O objetivo principal deste estudo € a construgdo de estruturas que possam ser
colocadas em substituicdo a perdas de tecido, de modo a prover suporte para o meio
extracelular, bem como permitir que células hospedeiras recriem um novo tecido
natural.

Este tipo de estudo pode ser efetuado gragas ao desenvolvimento da
implantologia, que tem dado incentivo a pesquisas em biomateriais, que buscam o
conhecer as reagdes que ocorrem na interface tecido-implante. Inicialmente, os
implantes eram feitos com a utilizagdo de materiais inertes como agos inoxidaveis e
alumina. A partir dos anos 70, Per-Ingvar Branemark introduziu o conceito de
osteointegragdo como sendo a ligacdo direta, estrutural e funcional entre osso
ordenado e vivo e a superficie de um implante sujeito a cargas funcionais. Com a
introdugao desse conceito, as pesquisas passaram a se concentrar em materiais e

projetos, visando acelerar a osteointegragdo, ou seja, diminuir o tempo necessario
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para a reposicdo Ossea. O biomaterial sempre deve permitir um crescimento
sustentado do osso vizinho, promovendo contato direto entre o osso e o material,
para que ocorra o fendmeno da osteointegracdo. O interesse pela hidroxiapatita
(HAp) como um biomaterial estd entdo relacionado com o fato desta ser a principal
fase mineral encontrada no tecido 6sseo e ter alta biocompatibilidade. Colageno pode
ser usado como arcaboug¢o de HAp por ser um agente de unido biocompativel e
reabsorvivel, responsavel pela prevencdo da migracdo das particulas de HAp até sua
incorporagdo no tecido.

Sabendo destes argumentos, comecamos a estudar a incorporagdo da HAp
sobre os materiais por noés estudados, isto ¢ NTC, coldgeno e compositos. Para
verificar se com uma pequena concentracdo de grupos fosfato “buscadores” de ions
Ca”" seria possivel obter respostas bem parecidas com as ja encontradas com a
utilizagdo de HAp, sem que ela esteja presente no material de implante, utilizando o
metabolismo do proprio corpo para sintetiza-la. Varias técnicas de avaliagdo da
adequagdo de um novo material para aplicacdes biomédicas tém sido desenvolvidas
em uma tentativa de simular do desempenho do material apos sua inser¢do no corpo
humano. Essas técnicas compreendem testes in vitro e in vivo. Para testes in vitro,
sdo utilizados normalmente testes de bioatividade em liquido corporal simulado e
estudos em cultura de células. Os estudos em cultura de células normalmente
compreendem testes de citotoxicidade, medi¢cdes bioquimicas de atividade celular,
avaliagdo de proliferacdo, crescimento e morfologia celular. Durante o
desenvolvimento deste estudo, a manipulagdo de materiais bioldgicos e os
procedimentos necessarios para testa-los foram realizados em colaboragdo com
professores do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, que se mostraram
altamente interessados neste trabalho. Vale entdo ressaltar o carater multidisciplinar
do presente trabalho e agradecer as colaboracdes externas e disponibilizacdo de seus
laboratorios, indispensaveis para sua realizacdo.

Porém, antes de serem fabricados os compdsitos, foi realizado o estudo e
desenvolvimento das matérias primas para a fabricagdo do compdsito. Para isto, a
primeira etapa da tese foi dedicada ao estudo experimental que compreendia a busca
pelo catalisador ideal para producdo de NTC, o desenvolvimento de procedimentos

para viabilizar a producdo em larga escala, a promog¢dao de mudangas superficiais

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



23

destes NTC para permitir a utilizagdo dos mesmos no desenvolvimento de um novo
compdsito utilizando colageno e a sua posterior aplicacgao.

No capitulo 2, sera mostrada a sintese dos NTC por duas técnicas, a saber:
deposicdo via descarga de arco elétrico, desenvolvida desde 2000 e a técnica de
deposi¢do quimica na fase vapor (CVD), desenvolvida desde 2002, com a compra do
forno de decomposicdo quimica na fase vapor no laboratério de nanomateriais. Neste
periodo foram iniciados os estudos e desenvolvimento de catalisadores e de técnicas
de deposicdo. Inicialmente a produgcdo era em pequena escala, mas com o
desenvolvimento dos catalisadores e das sinteses o rendimento na producdo de NTC
foi aumentando, e obtivemos um processo de sintese em larga escala. Durante esses
estudos foram sendo desenvolvidas técnicas de purificacdo e funcionalizagdo que
causam mudangas superficiais, para promover aplicabilidade aos NTC. Estas técnicas
serdo descritas nos capitulos 3, 4 e 5, mostrando processos de purificacdo especificos
para cada tipo de NTC e alguns processos de funcionalizacdo e de picotamento destes
NTC.

No capitulo 6 serd apresentado o composito produzido a partir de colageno e
NTC, um material desenvolvido no nosso laboratorio, € que nos proporcionou a
primeira patente nacional sobre compdsitos com matriz de coldgeno utilizando NTC.
Esta patente foi depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI)
sob o nimero PI0601751, em 12/04/06. Neste capitulo também serdo apresentadas as
caracterizacgdes e diferencas entre o composito e o colageno.

No capitulo 7 sera apresentado o processo de mineralizacdo dos NTC e
compositos. Seguidos da conclusio e de anexos onde estardo detalhadas as
preparacdes de amostras para as caracterizagdes utilizadas no desenvolvimento deste
trabalho. E serdo relatadas algumas publicagdes sobre toxicidade e alguns trabalhos
iniciados em colaboracdo com professores do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da

Escola de Odontologia
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1.1.Nanotubos de carbono

Os NTC sdo formas metaestaveis de carbono resultante do enrolamento de um
plano de atomos de carbono em hibridizagdo sp, com didmetro tipico da ordem de 1
nm e comprimento na ordem de 3-10 um. Com didmetro na ordem de 1 nm, efeitos
quanticos de confinamento levam este material a ser considerado um sistema
unidimensional e suas propriedades eletronicas dependentes de sua cristalografia, ou
seja, seu raio e simetria (ou quiralidade), podendo se comportar como um metal ou
semicondutor. A forte ligagdo covalente de seus atomos proporciona aos nanotubos
de carbono caracteristicas de um material com alta resisténcia mecanica, € seu
carater metalico, uma alta condutividade térmica e elétrica. Além disso, a auséncia
de ligacdes pendentes da a este material grande inércia quimica, fundamental, para o

seu uso em aplica¢des biotecnologicas e bioquimicas.
Este material se apresenta em duas formas distintas, a saber:

1. com parede simples (NTPS) formado de uma unica folha de grafeno
enrolada em varias direcdes em relacdo aos hexagonos de carbono
(helicidade) com diametro e as propriedades eletronicas dependentes.

2. com paredes multiplas formado de trés ou mais folhas de grafeno
enroladas concentricamente com helicidade aleatoria caracteristica de

estruturas turbostraticas.

A maioria das propriedades dos NTPS depende do seu diametro e angulo
quiral, também chamado helicidade. Estes dois parametros, diametro e helicidade,
sdo cristalograficamente definidos por dois indices (n,m) conhecidos como indices de
Hamada®. Como ¢ mostrado na figura 1-1, um nanotubo de carbono de parede
simples pode ser construido por uma folha de grafite enrolada de tal forma, que

coincidam dois sitios cristalograficamente equivalentes de sua rede hexagonal. O

vetor C, chamado chiral, que define a posigdo relativa dos dois sitios sendo definido
mediante dois numeros inteiros (n,m) e pelos vetores unitarios da rede hexagonal a,

e a, (C, =na, +ma,). Um tubo ¢ chamado “armchair” se m=n, e “zigzag” quando
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m=0e quiral em todos os outros casos (N#m=0) e estdo definidos pelo angulo de

helicidade 6. Se 0 varia de 0° a 30° podemos gerar tubos partindo do tipo “armchair”

até o “zigzag” como limites, passando pelos tubos “chiral”. Na figura 1-2 sdo

mostrados os trés tipos de tubos mencionados.

2

s
RIS

oS

Figura 1-2: Tipos de nanotubos de carbono monocamada segundo orientagdo de suas

redes cristalinas(a) nanotubos armchair (5,5), (b) nanotubos zigzag (9,0) e (c) nanotubos chiral

(10,5)%.
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Em termos dos inteiros (n,m), os didmetros dos tubos estdo definidos por’™,

C, +3a_Vn’+nm+m’

T T

d:

(o]

onde a_. ¢ a distancia entre dois 4&tomos vizinhos mais proximos (1,42 A). O

c

angulo chiral, é definido por’.

6= tan"[ V3n }

2m+n

Para estudar as propriedades dos NTC como sistemas unidimensionais, ¢
necessario definir o vetor de rede T ao longo do eixo do tubo e perpendicular ao
vetor chiral. O vetor T define a cela unitaria de um nanotubo unidimensional. Seu
modulo T corresponde ao primeiro ponto da rede da folha bidimensional do grafite,
pelo qual passa a vetor T.

A partir da figura 1-1, para um nanotubo chiral, o vetor T pode ser escrito da
seguinte maneira’:

T— [2mtn)a, - (2n+tm)a, ]

cujo moédulo ¢ igual a:

e d; ¢ definido pela seguinte relagdo ’

d, se n-m ndo é multiplo de 3d.

*| 3d, se n-m é multiplo de 3d

onde d é 0 maximo comum divisor de n e m.

A partir do tamanho da cela unitaria de um nanotubos bidimensional definido

pelos vetores ortogonais T e C,, o nimero de hexdgonos, N, por cela unitaria de
nanotubos chiral resulta em :
(n2 +nm+ m2)

dR
sendo que por cada hexagono sdo considerados 2 dtomos de carbono, ou seja,

em cada cela unitaria existem 2N atomos de carbono.
Uma vez que a relacdo entre o comprimento ¢ o didmetro dos nanotubos ¢

grande, o movimento de elétrons fica confinado ao longo do comprimento do tubo.
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Com isto, os NTC mais finos podem ser considerados como fios quanticos,
mostrando densidades de estados eletronicos unidimensionais com singularidades de
Van Hover, acima e abaixo do nivel de Fermi, Ef.

Em termos dos indices (n,m), um nanotubo ¢ metalico quando n-m ¢ multiplo

fo g . 910
de 3, em caso contrario ¢ semicondutor’ .

Todos os nanotubos “armchair” sao
metalicos, enquanto que os “zigzag” e chiral podem ser metdlicos ou semicondutores.

Na figura 1-3 esta representada uma parte dos vetores quirais que geram todos
os nanotubos possiveis, onde 1/3 deles sdo metalicos, isto ¢, o conjunto de seus
estados permitidos inclui o nivel de Fermi, e 2/3, semicondutores. Isso acontece

devido a simetria hexagonal da estrutura da lamina de grafeno.

Armchair

Figura 1-3: Exemplos de vetores quirais possiveis. Os circulos maiores indicam

nanotubos metalicos, enquanto os circulos menores, nanotubos semicondutores.

O tipo de condugdo ¢ determinado pelo subconjunto de estados eletronicos
permitidos no nanotubo. Se o nivel de Fermi do grafite estiver contido no
subconjunto de estados permitidos, tem-se um nanotubo metalico, caso contrario
tem-se um nanotubo semicondutor. Esse resultado ¢ obtido, aplicando-se a condigdo
de contorno periodica'’.

D.k =2mm

onde m ¢ inteiro.

A relagdo de dispersdo bidimensional para as bandas © do grafite dada por'”.
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1/2

k,a k,a
Ep==% 7, | 1+4cos ﬁ;xa cos(;)+4cos2 [;j

onde y, ¢ a integral de sobreposi¢do entre primeiros vizinhos. De onde se

obtém que todo nanotubo metdlico satisfaz a condig¢do 2n;+n,=3q, onde g ¢ inteiro.
Portanto, os nanotubos podem se comportar tanto como um metal, quanto um
semicondutor.

Nos semicondutores, a condugdo sé é possivel quando se fornece a energia
necessaria para que um elétron da banda de valéncia possa atravessar a faixa de
energia proibida entre ela e a banda de conduc¢do. O tamanho dessa zona proibida, ou
gap, varia conforme o material. Nos nanotubos, o tamanho do gap depende do
didmetro dos mesmos'%.

Como se pode notar do que foi exposto acima, os nanotubos podem se
comportar tanto como um metal, quanto um semicondutor, como o silicio, por
exemplo. Nos semicondutores, a conducdo soé ¢ possivel quando se fornece a energia
necessaria para que um elétron da banda de valéncia possa atravessar a faixa de
energia proibida entre ela ¢ a banda de conducdo. Isso permite que eles sejam
ajustaveis. Algo impossivel com os materiais semicondutores conhecidos, mas que no
futuro, quando se dominar a técnica de sintese de nanotubos de didmetros bem
definidos, pode se tornar realidade. Nos nanotubos multicamadas, a situagdo é bem
mais complexa, uma vez que cada nanotubo monocamada que o compde pode ser
“enrolado” de uma maneira diferente, alternando-se ai nanotubos metalicos e

semicondutores.
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1.2.Colageno

Os colagenos constituem uma das familias de biomoléculas (proteinas) mais
abundantes nos tecidos, havendo pelo menos 20 tipos de cadeias que se combinam
para produzir formas diferentes com propriedades mecanicas e bioquimicas
diferenciadas e adequadas a especificidade dos tecidos.

Na estrutura do colageno se entrelacam mais de 10 mil triplas de longos
polipeptideos formando uma grande diversidade de moléculas de colageno
atualmente conhecidas. Nos tecidos duros, o coldgeno funciona como um suporte
para a deposi¢cdo mineral. Nos tecidos moles ele forma uma matriz onde se alojam
varias substancias e células. Ele atua na manutencdo da forma e da integridade dos
tecidos. O colageno esta presente em: glandulas, 6rgaos internos, vasos sangiiineos e
linfaticos, paredes celulares, ossos, pele, ligamentos, tenddes, cdrnea, cristalino
ocular, cartilagens, meniscos, discos intervertebrais e plasma sangiiineo.

Os aminoacidos que compdem o colageno em maior quantidade sao:
hidroxiprolina, acido aspartico, treonina, serina, acido glutdmico, prolina, glicina,
alanina, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, hidroxilisina,
lisina, histidina, arginina, entre outros.

Sua estrutura molecular consiste em seqiiéncias primarias de proteinas, o que
causa diferengas entre os diversos tipos de colageno. O colageno pode ter hélice rica
em prolinas, hélice rica em glicinas etc. Estes residuos sdo os fatores importantes na
formacdo de fibras de colageno de estrutura de ordem superior.

Nesta tese estudamos a formagdo de compdsito utilizando o coldgeno tipo I
que ¢ um colageno fibrilar formado por trés cadeias polipeptidicas (alfa)
representadas pela figura 1-4, Estas cadeias se organizam em uma conformacao tripla

hélice, sendo denominada de procolageno.
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Estrutura de colageno

Cadeia a
0OH OH OH "______-l-:_H_h

R

Figura 1-4: Estrutura do colageno indicando a cadeia alfa’

O colageno ¢ originado no reticulo endoplasmatico onde ocorre hidroxilacdo
dos aminoacidos prolina e lisina da molécula, além da glicosilagdo de residuos
hidroxilisil nas cadeias em formagao. Tanto no inicio quanto no final da molécula de
procolageno existem expansdes polipeptidicas ndo-helicoidais, sendo denominadas
peptideos de registro.

Ao sair do meio intracelular, ocorre clivagem das extensdes, deixando
funcionalmente a 4area central (tropocolageno), permitindo que as moléculas se
organizem em arranjos lineares formando filamentos longos. Esta macromolécula
linear semiflexivel possui comprimento aproximado de 300 nm e 1,5 nm didmetro e
sua massa molecular média ¢ 300.000 Da. As trés cadeias polipeptidicas se dispdem
em duas cadeias iguais com 1.055 residuos de aminoacidos ¢ uma cadeia diferenciada
com 1.029 residuos de aminoacidos ligadas entre si por ligacdes tipo ponte de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas. A sua estrutura primaria & caracterizada pela
repeticao do tripleto Glicina (gly) 33%, Prolina (Pro) 12% e Hidroxiprolina (Hypro)
11% como mostrado na figura 1-5. Este arranjo molecular apresenta grande

. A P - o~ . , L. 14
resisténcia as forcas de tensdo e sdo inelasticas .
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(a) (b) ()

Figura 1-5: Estrutura do colageno a)cadeias de tripleto presente nas matrizes de

colageno b) tropocolageno c) hélice tripla14

O colageno promove elasticidade e resisténcia a pele, musculos, tenddes,
meniscos, ligamentos, veias, vasos e artérias, transmissdo de luz na coérnea,
distribuicdo de fluidos em vasos sangiiineos e linfaticos, no proprio osso, etc. Nos
tecidos duros como os 0ssos, o colageno funciona como um suporte para a deposigao
mineral. Nos tecidos moles como a pele, o colageno forma uma matriz onde se
alojam varias substancias e células. Ele ¢ essencial para a manutencdo da forma e da
integridade do tecido. No tecido cardiovascular o colageno forma uma rede através
das artérias dando a elas um maior poder de expansdo e protegendo de possiveis
lesdes por excesso de expansdo. Outra fun¢do importante do coldgeno ¢ a sua atuacdo
na agregacdo, aderéncia e ativacdo das plaquetas. Age ainda como fator do
mecanismo intrinseco para o sangue coagular'®.

Devido a estas caracteristicas, o uso de suportes biodegraddveis na area de
engenharia tem aumentado consideravelmente. Baseado no fato de que polimeros
naturais que formam a matriz organica interagem com receptores especificos na

superficie celular e participam ativamente dos processos que regulam a expressio
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fenotipica da célula. Portanto o coldgeno promove a manutencdo morfoldgica e
remodelagem dos tecidos™.

A partir deste material descrito € possivel obter novos biomateriais através de
sua mistura com NTC, por exemplo. Estes materiais derivados de misturas sao

denominados compositos.
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1.3.Compa@sitos.

Os compositos sdo materiais em cuja composi¢cao entram dois ou mais tipos de
materiais diferentes. Alguns exemplos sdo misturas de metais e polimeros, metais e
ceramicas ou polimeros e cerdmicas. Os materiais nos quais sdo feitos os compoésitos
sdo usualmente classificados como matriz e refor¢o. O material matriz proporciona
estrutura ao composito, ele preenche os espagos vazios que ficam entre os materiais
refor¢os ¢ mantendo-os em suas posi¢des relativas. O material reforgo € aquele que
proporciona variacdo das propriedades mecéanicas, eletromagnéticas ou quimicas do
material compdsito como um todo.

A combinacdo das propriedades fisicas dos NTC com as dos polimeros
biocompativeis abrem um novo campo em direcdo a uma nova geragao de engenharia
de tecidos. O que permite seu uso como suporte para crescimento celular e a
reconstru¢cdo de tecidos naturais sujeitos as altas tensOes mecanicas, além de
possibilitar alteracdes em propriedades fisicas, tais como condutividade térmica e
elétrica, de modo a imitar as condi¢cdes quimicas e fisicas existentes no meio
bioldégico natural. Embora o uso de polimeros tenha aumentado enormemente nas
ultimas décadas, seu uso na area biomédica ¢ muito limitado devido, geralmente, a
sua baixa biocompatibilidade. Polimeros usados em aplicacdes médicas sdo
agrupados em duas categorias: os bioestaveis e os biodegradaveis. Os bioestaveis sdo
suficientemente materiais de vida longa, permitindo seu uso em implantes de longa
duracdo tais como, vasos sanguineos, valvulas cardiacas e juntas 6sseas. Por outro
lado, os biodegradaveis sdo usados em implantes temporarios e usualmente
decompdem em moléculas menores sendo metabolizadas ou excretadas pelo corpo.
Implantes utilizando coldgeno como biomaterial hospedeiro podem ser classificados
nesta segunda categoria. Seu uso ¢ limitado devido a sua baixa resisténcia mecanica.
Entretanto, com a incorporag¢do de NTC no coldgeno a sua resisténcia mecanica pode
ser muito melhorada uma vez que tais nano estruturas possuem resisténcia mecanica
100 vezes maior que o aco e 1/6 mais leves. Além do aumento da resisténcia, os NTC
possuem alta condutividade térmica e elétrica (6000 siemens/cm), flexibilidade, alta
superficie especifica (1000 a 1600 m?/g) e biocompatibilidade, que os tornam um

material ideal para a criagdo de biocompdsitos biodegradaveis.
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O compésito produzido por colageno e NTC ¢é original, no inicio de nossas

pesquisas nenhum artigo sobre compo6sito usavam ao mesmo tempo colageno e NTC.

1.4.Biocompdsitos.

Pesquisas que visam a substituicdo de tecido 6sseo, e o conhecimento das
propriedades deste tecido e do material nele empregado, sdo vastamente realizadas
desde a obtengdo da base cientifica do implante 6sseo.

“A base cientifica do transplante 6sseo foi estabelecida na metade do século
IX com observacoes feitas por OLLIER (1867) sobre as propriedades osteogénicas do
0sso0 e periosteo, assim como por FRIEDLANDER (1985), a influéncia benéfica do
frio na preservacdo dessas caracteristicas. INCLAN em 1942, ¢ WILSON em 1947-
51 publicaram estudos onde descreviam o uso de osso preservado em cirurgia
ortopédica. A necessidade de encontrar material de enxerto para as falhas dsseas
segmentares criadas no esqueleto vem crescendo dia-a-dia, como se pode evidenciar
nas publica¢des de varios autores”".

As substitui¢des dos tecidos Osseos tém incentivado, de uma forma geral,
pesquisas em busca de novos materiais também denominados biomateriais. Alguns
fatores sdo fundamentais nas caracteristicas dos suportes como morfologia,
dimensao, distribuicdo de poros e propriedades mecanicas.

A regulamentacdo de produtos para a engenharia de tecidos como, por
exemplo, os suportes porosos para implantes sdo normalizados pelas normas ASTM e
por 6rgaos governamentais de paises como Canadd, Japdo e EUA (LLOYD-EVANS,
2004). A norma ASTM FI1185-03, por sua vez, padroniza a composi¢do da
hidroxiapatita para implantes cirurgicos. Os materiais para uso em engenharia de
tecido 6sseo podem ser ceramicos tais como fosfatos de calcio, vidro bioativo, vidro-
ceramico, alumina e zirconia. Podem também ser poliméricos (naturais ou sintéticos)
como o quitosana, acido (poli)latico (PLA) e acido (poli) glicolico (PGA). Podem
ainda ser metalicos como titanio, a¢o inox e ainda comp6sitos'®.

Estes materiais devem ter as seguintes caracteristicas: permitir a adesdo e o
crescimento celular; nenhum componente ou produto de sua degradacdo pode
provocar reacgdes inflamatérias ou de toxicidade; devem ter forma tridimensional; sua
porosidade deve proporcionar grande area superficial para interacdo entre a célula e o

suporte; devem ter espaco para regeneracdo superficial da matriz extracelular e
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possibilitar difusdo durante a cultura in vivo e taxa de regeneracdo ajustavel para
combinar com a taxa de regeneracdo do tecido de interesse'.

Os biomateriais regulamentados sdo aplicados em diversas situagdes como
relatado na tese de regeneragcao de cartilagem baseada em nanocompdsitos com
nanotubos de carbono'®. Esta tese refere-se a um composito em nanoescala contendo
PLA reforgado com NTC. Ele tem funcdo de suporte para cartilagem como um 0sso
no campo de engenharia de tecidos. O nanocompdsito tem uma estrutura Unica
composta por matriz de PLA em forma de nanofibras, Este material ¢ caracterizado
por sua grande 4rea superficial em uma pequena por¢do do mesmo (10°m?/g) e pela
alta porosidade, que ¢é produzida por processo de eletrospinning com o
emaranhamento das fibras. A porosidade deste material ¢ ideal para migracdo de
células e transporte de nutrientes, podendo ser controlavel. Estudos in vitro
mostraram que as nanofibras de PLA com NTC promovem o crescimento celular sem
danos visiveis a proliferacdo celular pela presenga dos NTC. Eles concluiram que o
NTC ndo ¢ um material nocivo cell friendly em relagdo as células. Foi observado
também, neste trabalho, que a rugosidade do compdsito diminui com o aumento de
NTC, por outro lado, as fibras sem NTC sdo muito planas. As propriedades
mecanicas das fibras emaranhadas aumentam com o aumento percentual de NTC.
Esta tese mostra a fabricacdo do composito, e algumas aplicagdes possiveis, porém
ndo realiza testes de inducdo de mineraliza¢do ou de osteogénese.

A tese de Naguib' relata vérias aplicagdes de NTC combinados com matrizes
para biomateriais, incluindo polimeros, compdésitos como epoxi, termoplasticos, gels,
poli (metil metacrilato) (PMMA), poly acrilontrila (PAN) e alguns outros polimeros.

Os NTC também podem ser incluidos em matrizes cerdmicas como alumina (A1203),
silica (SiO ) e carbeto de silicio (SiC) ou matrizes metdlicas como niquel (Ni),
X

titdnio (Ti) e aluminio (Al) para fazer compositos. Ele coloca como maior problema
para a utilizacdo destes compositos a dispersdo dos NTC. Realmente, varios grupos
estudam a dispersdo dos NTC e pouco se sabe sobre as interacdes que ocorrem
durante a dispersdo. A tese discute também sobre o alinhamento dos NTC nestas
matrizes. Este alinhamento € conseguido por dois processos:

1°. Via “electrospinning”, no qual um fluxo continuo de solugdo de PVA: NTC

¢ produzido pela ruptura da tensao superficial entre o liquido e o ar. As gotas de
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solugdo polimérica saem da ponta de tubos capilares por meio de uma forga elétrica
gerada entre a fonte de polimero (tubo capilar) e o alvo (placa plana de Cu); onde
uma alta diferenca de potencial & aplicada. O campo elétrico aplicado também induz
um alinhamento dos NTC paralelos a direcdo do fluxo. Este processo ¢ de alta
eficiéncia na produ¢do de nanofibras, além de proporcionar o alinhamento dos NTC
paralelos a dire¢do axial da fibra.

2°. O alinhamento é feito por uma espécie de spray que expele o polimero
misturado ao NTC que se funde ao ser ejetado. Neste caso, uma dispersdo de
nanotubos ¢ feita em solucdo aquosa com alcool polivinilico (PVA) ou acido poli-
lactico glucdlico (PLGA), e injetada com micro-seringas em cloroférmio. Desta
forma, os nanotubos tendem a se alinhar e coagulam junto com o PVA ou PLGA,
formando microfibras.

Baseado nestes estudos e em outros que serdo posteriormente citados,
estudamos a incorporagdo de NTC em colageno e sua aplicabilidade em

biotecnologia.
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2. Sintese de nanotubos de carbono

A aplicacdo de NTC em materiais biofuncionais como PVA, colageno, PMMA
para formagdo de compdsitos requer sua producdo em larga escala. Entdo comegamos
os primeiros questionamentos: como produzir NTC em larga escala? Qual método de
sintese utilizar? De posse destes NTC, como prepara-los para incorporagdo nas
matrizes? Como purificar, funcionalizar e dispersar?

Nas proximas se¢Oes serdo relatados os procedimentos que foram seguidos
para obter este material pronto para ser incorporado na matriz, desde a busca do

catalisador, passando pela sintese, purificagdo e funcionalizagdo.

2.1.Processo de sintese de nanotubos de carbono por deposicdo
quimica na fase vapor.

O processo de deposigdo quimica na fase vapor (CVD) foi o principal método
utilizado para produg¢do de NTC na primeira etapa deste trabalho. O objetivo dessa
etapa era gerar um processo de deposicdo em larga escala com o emprego de uma
matriz ceramica como suporte catalitico. O desenvolvimento deste processo
demandou grande esfor¢co e dedicagdo ora na busca do catalisador ora na otimizacdo
dos parametros como fluxo de gases, temperatura e tempo de sintese.

O processo de CVD para sintese de NTC funciona basicamente via a
termodecomposicdo ou pirdlise de hidrocarbonetos leves (metano, etileno, acetileno
etc.) como agentes precursores de carbono. Esta termodecomposicdo ¢ feita sob
atmosfera controlada utilizando principalmente gases inertes como agente de controle
do ambiente de crescimento e carreamento dos subprodutos de reagdo. O sistema
CVD ¢ constituido basicamente de um forno tubular com controladores de
temperatura e de vazdo dos gases envolvidos no processo, o qual estd ilustrado
esquematicamente na figura 2-1. Em geral, os processos de crescimento de NTC por
CVD ocorrem a pressdo atmosférica e a reacdo de sintese é catalisada com a
utilizacdo de metais de transicdo em forma de nanoparticulas ancoradas em um
suporte metal-6xido termicamente estavel. A func¢do do catalisador ¢ favorecer o

progresso de catdlise heterogénea, isto ¢, promover uma seletividade na reacdo de
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pirélise de modo que ela ocorra preferencialmente na superficie destas
nanoparticulas.

A partir do esquema apresentado na figura 2-1, pode-se idealizar o seguinte
mecanismo para a formagdo dos NTC.

1. o hidrocarboneto ¢ adsorvido e dissociado na superficie metalica, com
formacao de atomos de carbono adsorvidos;

2. estes atomos de carbono podem dissolver-se e difundir-se através do metal,
precipitando em regides de crescimento preferencial, como as fronteiras de
grdo ou as interfaces metal:suporte. Desta forma, as particulas metalicas sdo
destacadas da superficie e transportadas com os filamentos em crescimento,
enquanto que a superficie ativa continua disponivel para a reagdo ja que o
carbono ndo se acumula sobre ela;

3. ¢ também possivel a nucleagdo na superficie, conduzindo a formacao de filmes
de carbono que efetivamente desativam o catalisador,o qual é denominado

carbono encapsulante.

Controlador. Tubo de

Forno
de fluxo Quartzo

Exaustao

Ar .

Figura 2-1: Desenho esquematico do sistema de crescimento de nanotubos de carbono
por CVD
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Para a sintese de NTC em nosso laboratoério, foi utilizado um sistema de CVD
comercial'. Tal sistema consiste de um tubo de quartzo posicionado dentro de um
forno tubular com controle automatizado, via computador, da temperatura (até
1000°C) e do fluxo de gases dentro do reator (tubo de quartzo). Quatro linhas de gas
independentes estdo disponiveis, e os gases utilizados sdo metano, etileno,
hidrogénio, amonia e argdnio. Este sistema ¢ bastante versatil, simples e eficiente,
permitindo a producdo de amostras de 6tima qualidade e com alta reprodutibilidade.

O processo de sintese de NTC estudado consiste dos seguintes passos:

- aquecimento do catalisador em atmosfera de argdnio até a temperatura

desejada.

- injecdo de gas etileno (C,H4) com fluxo inferior a 40 sccm por um tempo

minimo de 25 min.

- resfriamento em atmosfera de argonio.

E importante destacar que do processo de sintese de NTC resulta uma mistura
composta de catalisador com particulas metéalicas, NTC e outras formas de carbono
como grafite e /ou carbono amorfo. Além disso, pode-se obter estruturas de NTC
diferenciadas em relacdo ao numero de paredes variando as condigdes de sintese,

como temperatura, taxa de aquecimento e atmosfera.

2.2.Preparo do catalisador para deposi¢do quimica na fase vapor

Uma das rotas mais adotadas para o preparo de catalisadores ¢ a utilizagao de
materiais mesoporosos, como 6xidos refratarios do tipo Al,Os3, como suporte para as
nanoparticulas dos metais catalisadores®. O catalisador metalico pode ser introduzido
no sistema de crescimento diretamente na fase de vapor (como ferroceno’), como
filmes finos em substratos®, na forma de nanoparticulas, ou embutido em uma matriz
cerdmica porosa (como SiO,, Al,O3, MgO, etc.)™®. Esta ultima é a mais apropriada
para producdo em grande escala de NTC.

Ja foram investigadas combinagdes extensas de catalisadores metalicos e
suportes cataliticos para a produgdo em larga escala de NTC, na ordem de
gramas/deposicdo” * °. Recentemente, a utilizacdo MgO como suporte catalitico tem
sido alvo de uma atengdo particular'™ ' . A vantagem principal de MgO ¢ que este
pode ser removido facilmente através de solugdes acidas "fracas", diluidas®, ao invés

de solugdes de acido fluoridrico concentrado necessarias para remover o Al,O3 e o
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SiO,, os suportes mais comuns. Este fato ¢ importante, pois simplifica enormemente
os processos de purificacdo, usados na remoc¢do destes materiais sem afetar a
qualidade dos NTC gerados, em processos posteriores a sintese.

Neste trabalho, foram testados varios suportes cataliticos tais como:
microesferas de silica, Al,O; mesoporoso, micro esferas mesoporosas de CaCOs e
MgO, ancorando nanoparticulas de Fe:Mo. Os suportes cataliticos acima citados
exceto o0 MgO geram NTC com eficiéncia da ordem de 10-20% de rendimento total,
ndo sendo satisfatoria para processos de larga escala e portanto fora da meta proposta
no presente trabalho. Descrevo a seguir, os resultados obtidos com o crescimento de
NTC obtidos com catalisador de Fe:Mo em suporte de MgO.

O po6 catalisador foi produzido a partir de solugdo aquosa de compostos
contendo ferro III obtida pela dissolugdo de nitrato ou sulfato de ferro com
molaridade varidvel na presenca de MgO em dispersdo. Apo6s um periodo de
agitacdo, a mistura foi seca em uma estufa e o p6 resultante foi calcinado a uma
temperatura de 500°C para a eliminacdo dos subprodutos indesejados com nitratos,
sulfatos etc. Em alguns casos, além do metal de transicdo, que & o catalisador
propriamente dito, foi adicionado também o molibdénio em forma de 6xido, com o
intuito de aumentar a atividade catalitica. O papel do molibdénio ¢ reduzir a energia
interfacial vapor-solido em sistemas oOxidos de modo a diminuir o tamanho da
nanoparticulas de 6xido de ferro além de aumentar sua dispersdo sobre suporte
oxido™. Utilizando MgO como suporte foram feitas duas séries de experimentos na
qual se investigou a influéncia da temperatura no suporte catalitico e a influéncia da
concentragdo do suporte catalitico e da temperatura de sintese na eficiéncia da
sintese de NTC.

Na série sobre a influéncia da temperatura no suporte catalitico foi feito o
aquecimento do catalisador por 15 min utilizando atmosfera de Ar com fluxo de 2000
sccm.

Nas séries sobre a influéncia da concentracdo do suporte catalitico e da
temperatura de sintese de NTC, os experimentos foram realizados com fluxo de gases
constante utilizando propor¢do de mistura igual 4 [C,H4]:[Ar]=35:2000 sccm.

A composi¢do molar inicial do catalisador foi de Fe:Mo/MgO = 1:0,35:11,5. O
procedimento de manufatura do catalisador foi igualmente repetido em todos os

experimentos de sintese que basicamente consiste de:
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1. Os reagentes nitrato de ferro, 6xido de molibdénio e 6xido de magnésio sdo
misturados em composi¢cdo molar pré-estabelecida.

2. A solugdo catalisadora ¢ levada a estufa por aproximadamente 12h ou até que
esteja totalmente seca.

3. O p6 ¢ descompactado através de moagem mecanica com uso de grau e
cadinho.

4. O catalisador ¢é levado ao forno com temperatura de 500°C por 2 horas para
sua calcinacdo para que sejam eliminados vapores nitrosos e organicos que
possam estar presentes na sintese.

5. Apos esfriar, o p6 catalisador ¢ novamente descompactado por moagem
mecanica e conservado em recipiente bem fechado em lugar seco e fresco para
uso futuro.

O catalisador feito com suporte catalitico de 6xido de Magnésio sintetizado
mostrou sua exceléncia pela adequada distribuicdo de particulas metélicas e por ser
facilmente extraido dos NTC por ataque quimico em bases ou acidos fracos o que nao
prejudica a estrutura dos mesmos. Ainda neste capitulo, veremos sua efici€ncia na

producdo em larga escala de nanotubos de carbono via CVD.

2.3.Caracterizacdo do catalisador

O catalisador tem importante papel na qualidade e no rendimento da producio
dos NTC, pois a sua formacao depende fortemente do método de introdugdo do metal
no suporte ¢ sua distribui¢do no mesmo. Praticamente todas as referéncias ja citadas
na preparagdo de catalisadores mostram preparacdes por impregnacdo, co-
precipitagdo e troca i0Onica, métodos cldssicos também realizados nos nossos
experimentos.

O catalisador de Fe:Mo/MgO ¢ sintetizado a partir de elementos compostos
como por exemplo, nitratos de ferro, que ndo fazem parte do catalisador, estes
elementos apo6s a sintese devem ser retirados da mistura catalitica através de
calcinac@o. Com a calcinagdo sdo extraidas da mistura catalitica inicial impurezas
como nitratos, e outras substdncias como molibdénio livre e 4dgua adsorvida. Na

Figura 2-2 podemos observar a curva de decomposicdo térmica do catalisador.
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Figura 2-2: Curva de perda de massa por aquecimento durante a calcinagao

Nesta curva podemos observar que a 350°C ha a maior perda de massa, onde
sdo liberados gases nitrosos e outras impurezas volateis nesta temperatura. A partir
desta temperatura, o material se encontra calcinado e com maior estabilidade devido
a auséncia de impurezas acima citadas. O catalisador foi feito em quatro
concentragdes molares distintas Fe:Mo/MgO: 1.0:0,35:11,5; 1.0:0.35:8,6;
1.0:0,35:5,8 e 1.0:0.35:0.

A analise BET, ilustrada pela figura 2-3, mostra isotermas tipo Il as quais
identificam poros de formato regular em sélidos mesoporosos € macroporosos com
histerese tipo H1. O volume de gas adsorvido estd em torno de 5 cc/g aumentando
suavemente com o aumento na quantidade de MgO. O volume maximo de gas
adsorvido ¢ em torno de 37,25 ¢ aumenta para 73,05 e para 77,75 com o aumento de
suporte catalitico. Isto indica que a porosidade diminui com o aumento de metais

catalisadores impregnados no suporte de MgO.
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Figura 2-3: Isoterma de absorg¢do e dessor¢do de hidrogénio no catalisador Fé:Mo/MgO

com variagado molar de MgO.

Nesta mesma andlise, ¢ possivel estipular também a area superficial e a

porosidade do material analisado. Observa-se na Tabela 2-1 uma grande variacdo da

area superficial. Com o aumento da quantidade de metais catalisadores a area

superficial diminui. Isto ja era esperado devido a diminui¢do da capacidade maxima

de adsorgdo, como foi verificado nas isotermas da adsor¢do dos mesmos sistemas.

Tabela 2-1: Catalisador Fe:Mo/MgO com variacdo molar de MgO comparagdo de

volume absorvido, didmetro dos poros e area superficial.

Catalisador Volume absorvido BET diametro  Area superficial (m?/g)
Fe:Mo/MgO (cc/g) poro (A)

1.0:0.35:11,5 77,8 168 2,50
1.0:0.35:8,6 73,1 215 1,91
1.0:0.35:5,8 37,3 210 0,99

Nesta mesma tabela, (Tabela 2-1) podemos verificar uma variagdo do raio

médio de poros para valores maiores em funcdo do aumento de metais no catalisador.
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Este resultado, associado a diminui¢do do volume de poros, observado nas isotermas
de adsorc¢do, indicam a ocorréncia de processos de coalecéncia entre poros de menor
diametro, para a formag¢do de poros maiores. Observa-se que a quantidades destes
poros diminui com o aumento de metais. Este efeito ndo é tdo claro comparando as
amostra Fe:Mo/MgO 1.0:0.35:8,6 e¢ Fe:Mo/MgO 1.0:0.35:5,8. Esta variacdo
estrutural em fung¢do da temperatura causa drasticas variagdes na sintese dos NTC.
Como podera ser vista na proxima secdo. Onde serdo utilizados o catalisador com
concentragdo Molar Fe:Mo/MgO 1.0:0.35:5,8. Este catalisador foi escolhido por
apresentar melhor rendimento durante as sinteses.

Para estabelecer as variagdes decorrentes da mudanga de temperatura na
estrutura do catalisador j& calcinado, foram realizados alguns experimentos
indicadores de fases estruturais como difracdo de raios-X e espectroscopia
Mdéssbauer.

A figura 2-4 mostra os espectros Mossbauer de transmissdo, obtidos a
temperatura ambiente, do po catalisador Fe:Mo/MgO tratado termicamente entre 500
e 900 °C, por 15 minutos, sob atmosfera de argdénio. Este experimento foi feito para
tentar simular como o catalisador estaria logo antes do inicio do crescimento. Isto &,

logo antes da introducdo do etileno para o inicio da sintese.
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Figura 2-4: Espectros Mdssbauer a temperatura ambiente do catalisador Fe:Mo/MgO
tratado termicamente em diferentes temperaturas em atmosfera de argdnio. As linhas cinza
continuas sdo associadas a fase Fe; ,Mg,O; as linhas cinza pontilhadas estdo associadas a dois

tipos de fase da magnetita e a linha pontilhada preta é associada a fase Fe;.xMo,O, .

Os espectros Mossbauer dos catalisadores apds serem aquecidos em atmosfera
inerte a 500, 600 ¢ 700°C mostram um dubleto, correspondente a sitios de Fe’ na
solucdo soélida Fel_XngOl5. Para as amostras tratadas a 750 e 775°C, além destes
dubleto aparecem dois sextetos melhor definidos a 900°C. Estes sdo associados aos

" g g L . . 16,17,18
sitios tetraédrico e octaédrico da magnésia ferrrita (MgFe,0,), respectivamente > .
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No espectro da amostra a 900°C, foram ajustados dois dubletos, o primeiro ja citado
e um segundo associado a fase Fel_xMOXOle. Foram calculadas também as areas
espectrais, as quais se referem as quantidades relativas de cada fase identificada nos

espectros. Estas apresentam forte dependéncia com a temperatura, como mostrado na

figura 2-5.
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Figura 2-5: Areas relativas dos sub-espectros das trés fases obsedavas nos espectros
Maossbauer a temperatura ambiente: fase oOxido de ferro magnésio (retdngulos); Fes;O,4
(Tridngulos) e Fe;.xMo,O, (estrelas)

E interessante notar que as areas espectrais das fases Fe; \MgyO e MgFe,O4
entre 500 e 750°C ndo apresentam alteragdes significativas. Por outro lado, entre 750
e 900°C, a area espectral da solugdo solida Fe; Mg,O decresce rapidamente,
indicando a decomposi¢do do catalisador e conseqiiente liberagdo de ferro para o
sistema. Ao mesmo tempo, o rapido crescimento da area espectral da magnetita entre
750 e 775°C sugere que grande parte (~90%) do ferro liberado estd sendo consumida

na formacdo da MgFe,04. O restante do ferro livre (~5% de area relativa) forma a

fase Fe;.xMoxOy.
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Figura 2-6: Difratogramas de raios-X das amostras tratadas termicamente em
diferentes temperaturas sob atmosfera de argoénio. (a) - MgO; (b) — Fe;.x Mgy O; (c )- Fez0y;
(d) = M0O, e (e) - FeMo00O,

Esses resultados sdo confirmados por difragdo de raios-X (figura 2-6), onde
podemos perceber que com tratamento térmico a 700°C aparecem picos de difragdo
referentes a fase MgFe,O4 o0s quais se intensificam a 900°C. As duas técnicas
utilizadas mostram o aparecimento da fase MgFe,04 durante o tratamento térmico, e

a existéncia das fases Fe; xMg,O e MgFe,0y4. a partir de 700°C

2.4.Caracterizacdo dos nanotubos de carbono via deposi¢cdo quimica
na fase vapor

Os NTC sintetizados via CVD apresentam caracteristicas estruturais similares
aos NTC sintetizados por outros métodos. Neste capitulo discutiremos as diferencas
estruturais baseadas no catalisador descrito na se¢do anterior. Uma vez que ele
apresenta diferenciagdes com a variagao de tratamento térmico.

As imagens de microscopia eletronica de varredura, ilustradas na figura 2-7,
mostram o efeito da temperatura no processo de crescimento dos NTC em relagdo a
sua morfologia. Pode-se observar que para as amostras produzidas com temperatura

inferior a 600°C ndo existem vestigios de NTC [figura 2-7 (a)], e para T=600°C
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somente poucos NTC sdo observados [figura 2-7 (b)]. No caso das temperaturas de
sintese entre 700 e 1000°C [figura 2-7 (c-f)], a morfologia das amostras ¢ muito
semelhante, com a presen¢a de uma grande quantidade de NTC espalhados por toda

amostra, praticamente escondendo as particulas de suporte catalitico.
CRNRACITLT S L ey SIS i AT A st
e PO ] e . 1 4

. i ii’ﬁ 24 L ) = LIl %
i AN WSk
Figura 2-7: Imagens de MEV de amostras de NTC crescidos sobre Fe:Mo/MgO

utilizando diferentes temperaturas de sintese, T (a) T=500°C, (b) T=600°C, (c)
T=700°C, (d) T=800°C, (e) T=900°C, e (f) T=1000°C.
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A semelhanga entre a morfologia dos NTC é em parte devida a resolucdo
limitada do MEV, ndo correspondendo a semelhanga estrutural. As amostras podem
ser melhor estudadas por MET. Esta técnica permite distingdo entre NTPS ¢ NTPM,
como pode ser visto na figura 2-8. Esta figura mostra imagens de MET de amostras

preparadas com temperaturas distintas (a) T=700°C ¢ (b) 900°C.

T -,

Figura 2-8: MET de NTC em sinteses a temperatura de a) 700°C e b) 900°C

As imagens de MET indicam que para temperaturas de sintese inferiores a
750°C, sdo formados preferencialmente nanotubos de parede multipla, no entanto
para temperatura T >800°C, ocorre uma preferéncia de crescimento de nanotubos de
parede Ginica. Na regido em torno de 750°C, ocorre a transigdo entre a formagdo de
NTPM para NTPS. Além disso, as imagens de MET revelam a auséncia de carbono
amorfo nas amostras crescidas com temperatura maiores do que 725°C. Esta
seletividade entre a produgdo de NTPM e NTPS em funcdo da temperatura ja foi
observada em alguns trabalhos de sintese de NTC sobre substrato'” 20,

Para avaliar a qualidade dos NTC utilizamos a espectroscopia Raman que pode
identificar subprodutos de carbono (carbono amorfo, grafite) e a propria estrutura
deste material. A figura 2-9 revela o espectro Raman do nanotubo de carbono
preparados a 900°C. O espectro na figura 2-9 (b) inclui a regido de bandas de energia
da desordem (D) e do grafite (G). E bem conhecido que a banda D centrada em
~1350 cm’' estd relacionada com a presenca de carbono amorfo ou defeitos

. 21,22,2
estruturais no nanotubo de carbono?!?>%,

Sabe-se também que a banda G
corresponde ao modo de vibracdo tangencial do grafite (E»g) que estd ativo tanto no

NTPS quanto no NTPM. A intensidade relativa entre as intensidades das bandas D e
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G podem ser utilizadas como indicio da presenga de carbono amorfo e ou defeito
estrutural no nanotubo de carbono. No caso do nanotubo de carbono produzido com
temperatura 900°C, a baixa razdo entre as intensidades indica uma quantidade infima
de carbono amorfo ou defeito estrutural na amostra de nanotubos de parede Unica. Os
diametros dos nanotubos de carbono siao inferidos a partir da regido de baixas
freqiiéncias no espectro Raman, onde os modos de respiracdo radial (RBM) sido
observados. Estes modos vibracionais relacionados com o didmetro do tubo ndo
dependem da quiralidade dos nanotubos de carbono Sendo assim, para diferentes
simetrias dos nanotubos de carbono, (zigzag (n,0), armchair (n,n), e chiral (n,m))

vale a seguinte relacdo:

232
v(iem™')=6,5+
d(nm)
Onde a freqliéncia dos modos de respiracdo radial (v) ¢ inversamente
proporcional ao didmetro (d) de todos os nanotubos de carbono®®. O espectro

Raman para baixa freqiiéncia mostrado na figura 2-9 (a) apresenta picos
correspondentes ao modo de respiracdo radial (RBM) que aponta a presenca de
nanotubos de carbono com paredes simples 28 Devido & relagdo inversa entre a
freqiiéncia do modo RBM ¢ o diametro dos NTC em nosso caso indica didmetros na
faixa de ~1-1.3 nm.

Amostras de NTC produzidos com temperatura inferior a 750°C apresentam
banda D mais larga e nao apresenta picos para baixa energia (RBM), confirmando a

presenca de NTPM.
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Figura 2-9: Espectro Raman de NTC (a) Regido da banda G e (b) RBM (usando

comprimento de onda 514,5nm)

Outro dado importante que podemos extrair da espectroscopia Raman ¢ fator
de qualidade. Este fator foi de suma importadncia para decidirmos quais NTC
deveriam ser sintetizados em larga escala para possiveis funcionalizagdes e
aplicagdes como em sensores, compositos ou outras aplicagdes. Esse fator ¢ definido
como a razdo de intensidade integrada das bandas D e G nos nanotubos de carbono,
ele caracteriza o nivel de desordem do material fornecendo o chamado ‘parametro de

qualidade’Q e reflete a aproximadamente propor¢do de nanotubos perfeitos numa

determinada amostra.

D)

T
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A figura 2-10 mostram o fator de qualidade para os NTC produzidos em
diversas temperaturas, onde podemos observar que ela decresce até com o aumento
de temperatura de sintese dos NTC e torna a crescer a temperatura de sintese. O
menor fator de qualidade estd em volta de 0,9 e se referem aos NTC sintetizado a
900°C produzido com o catalisador de maior rentabilidade identificado na figura 2-12

(a) como Fe:Mo:MgO 1,0:0,5:5,8M
1,04
0,8

0,6

R

0,44

0,0

600 700 800 900 1000
CVD Temperatura(°C)

Figura 2-10: Mostra a dependéncia da temperatura com o rendimento do processo de
producdo de NTC.

Os resultados mostrados neste capitulo, foram obtidos apos varios processos
de producdo de nanotubos de carbono utilizando uma quantidade inicial de 100 mg
do catalisador. A fim de obter quantidades maiores de NTC em um Unico processo,
este método de sintese foi otimizado para larga escala de producdo com intuito de
gerar 1,5-5 g de nanotubos de carbono. O pd catalisador foi espalhado finamente
sobre um barco de 15x3 cm?, e a varia¢do da temperatura sobre esta area ¢ menor que
50°C, esta diferenca de temperatura ¢é insuficiente para induzir uma variagdo
significativa na morfologia material. Aumentando o tempo de deposi¢do de 25 para
60 minutos, a eficiéncia de sintese permanece a mesma. Como um exemplo, a figura

2-11 mostra a aparéncia do barquinho antes ¢ depois do processo a 900°C.
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Figura 2-11: Foto barquinho a)catalisador e b) NTC para comparagdo de volume

acrescido no processo

Através da figura 2-12 (a) podemos verificar que para porcentagens
diferenciadas do catalisador no suporte catalitico a caracteristica do rendimento ¢
semelhante considerando as variagdes de temperatura onde para qualquer
concentragdo de metais catalisadores o maior rendimento é obtido pelo processo de
sintese a 775°C. Na figura 2-12 (b) pode ser observado que em sinteses com baixa
temperatura sdo formados principalmente NTPM. Ja em sinteses com temperaturas
mais elevadas sdo formados NTPS. Estes dados podem ser confirmados na figura 2-7,
onde vemos as estruturas tubulares de carbono, com paredes multiplas na Figura 2-7a
e paredes simples na figura 2-7(b).

m m

total

m

catalisador , onde m

metais

O rendimento ¢ definido pela razdo CNT %= ¢ a

total

massa total apds a sintese, m ¢ a massa do catalisador antes da sintese (suporte

catalisador

catalitico ¢ metais catalisadores) ¢ m ¢ a massa dos metais catalisadores

metais

. re: 2
incorporados no suporte catalitico®®.
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Figura 2-12: Rendimento da sintese de NTC (a) comparacdo entre concentracdo do
catalisador e rendimentos (b) dependéncia da temperatura com o rendimento

Esta diferenga ocorre principalmente por causa do tamanho das nanoparticulas
das diferentes fases do catalisador. Em nosso processo de sintese, o aumento da
temperatura implica no aumento da taxa de decomposic¢do do etileno, o que explica o
aumento de rendimento para a faixa de 600-800°C. Por outro lado, na faixa de 800-

1000°C o aumento na taxa de decomposi¢do resulta na formac¢do de carbono amorfo
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ou nanocristalinos de grafite na superficie das nanoparticulas (NPs), reduzindo a
atividade catalitica das mesmas®’.

Um fato interessante ¢ que justamente na temperatura onde ocorrem a
transicdo de nanotubos de paredes multiplas para nanotubos de paredes unicas
(T=750-775°C) observa-se o rendimento maximo comparando todos 0s processos.
Para temperaturas em torno de 800°C, o rendimento do processo diminui
consideravelmente. A relagdo entre a redugdo da taxa de crescimento ¢ a transi¢ao de
NTPM para NTPS crescidos com aumento da temperatura foi discutido por Geohegan
et al. através de medidas in-situ das taxas de crescimento de NTPM verticalmente
alinhado em substratos cobertos com os catalisadores em forma de filmes finos®.

Com o aumento da temperatura, o rendimento na produc¢do de nanotubos
também aumenta indicando que a atividade do catalisador tem dependéncia térmica.
Recentemente este efeito também foi observado sobre substratos onde foram
sintetizados NTPM?***. Em outros estudos como os de Lacerda®, sobre NTC usando
catalisadores em forma de filmes finos, esta transi¢do entre crescimentos de NTPM
para NTPS com o aumento da temperatura foi também observado. Onde o catalisador
usado é a base de multicamadas de Al e Fe, e o crescimento de NTPS com
temperatura elevada esta associado com a formagdo de uma camada rugosa de 6xido
de aluminio que induz uma reducdo no tamanho das nanoparticulas de ferro no
catalisador. O tamanho destas particulas ativa sitios de nucleacdo e os nanotubos de
parede simples ou multiplas sdo formados. Em nosso caso, um mecanismo similar
ocorre. Se a concentracdo do 6xido do ferro no pd dos catalisadores for mantida
baixa, o aumento na temperatura favorecera a redugdo dos 6xidos do ferro ¢ havera
uma homogeneidade de particulas envoltas ao MgO, e conseqiientemente, as
particulas de Fe com pequenos didmetros serdo formadas®”. Na figura 2-13 ¢ possivel

observar nanoparticulas de MgO sobre o NTC sintetizado.
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Nanoparticulas de MgO
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Figura 2-13: Imagem de microscopia eletronica de varredura onde sdo indicadas
nanoparticulas de 6xido de magnésio

Além disto presenca do Mo no catalisador favorece também a estabilizacdo
das particulas de pequeno didmetro do Fe *2. O rendimento medido em termos do
percentual total de carbono na amostra ao final do processo de crescimento entre 700
e 800°C foi visto ser quatro vezes maior que aquele acima de 800°C. Se
considerarmos que os NTPM crescidos até 775°C tém em média quatro paredes
concéntricas, como observado por MET figura 2-8, podemos sugerir que o
rendimento do processo na formagdo de NTPM (abaixo de 775°C) e de NTPS (acima

de 775°C) foi de certa forma similar.

Se observarmos as figura 2-10 e a figura 2-5, o maximo de rendimento no
crescimento de NTPM (~750°C) e de NTPS (775-800°C) coincide com,
respectivamente, o inicio e o aumento abrupto da formacdo da fase MgFe,O4 no

sistema.
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Figura 2-14 Os espectros Mdssbauer de transmissdo, obtidos & temperatura ambiente,
do catalisador sem qualquer tratamento térmico e das amostras de nanotubos de carbono
crescidos a 500, 600, 775 e 900°C. A linha continua em cinza claro esta associada a fase Fe;.
«MgxO. A linha continua em cinza esta associada a fase Fe;,Oy,as linhas pontilhadas cinza

estdo associadas a carbeto e as em preto estdo associadas a solucéo sélida y-Fe(C).

Os espectros Mossbauer de transmissdo, obtidos a temperatura ambiente, do
catalisador sem qualquer tratamento térmico e das amostras de nanotubos de carbono
crescidos a 500, 600, 775 ¢ 900°C sdo mostrados na figura 2-14. O espectro do po
catalisador (1* espectro) foi ajustado com um dubleto e um desdobramento
quadrupolar correspondentes a uma solugdo solida Fe, Mg,O*. Ja o espectro da
amostra de nanotubos de carbono crescida a 500°C, apresenta um segundo dubleto

. 34,35
correspondente a fase Fe; O,

além daquele referente a fase Fe;.xMoOy,
indicando o inicio da decomposicdo do catalisador. Mesmo uma analise bastante

criteriosa desse espectro ndo mostrou nenhuma fase relacionada a um composto de
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ferro contendo carbono. Finalmente, os espectros das amostras contendo nanotubos
(600 — 900°C) foram ajustados com um conjunto de trés dubletos, associados as fases
ndo magnéticas Fe;.\Mg,Oy 34,35 Fe, Oy *3 ¢ a solugdo solida v-Fe(C) 335 ¢ dois
conjuntos de sextetos associados as fases magnéticas Fe;C e Fe,Cy 3435 As areas
relativas, correspondentes as cinco fases identificadas, sdo mostrados na figura 2-15.

De acordo com a figura 2-15, a introducdo de uma fonte de carbono catalisa a
decomposi¢do do po6 catalisador. A 600°C, onde a formagido de nanotubos é bastante
pequena, a fase carbeto ¢ predominante. A formacdo de carbetos foi vista como
limitador da atividade de catalisadores contendo ferro na sintese de nanotubos de
carbono, como reportado por Coquay e cols’®. O rendimento da formagio de
nanotubos ¢ maximo (775°C) quando a fase Fe,;.xOy passa a ser predominante ¢ a

formacdo da solugdo solida y-Fe(C) passa por um maximo. Nesta mesma temperatura

ocorre a transicdo da formac¢do de NTPM para NTPS e também a fusdo do MoO,.
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Figura 2-15: Area espectral das fases do nanotubos de carbono

Como observado por diferentes autores®”*®

, a distribuicdo de tamanho das
particulas catalisadoras ¢ um fator determinante no crescimento dos tubos e na
formacdo de tubos com paredes multiplas ou simples. De forma bem geral, particulas
catalisadoras maiores formam NTPM, enquanto as menores formam NTPS. Assim, de
acordo com o que foi observado na figura 2-5, a 750°C ~85% do Fe no sistema ainda

estd na fase Fe;.\Mg,Oy e ~15% se separa na fase MgFe,O4, sendo esta talvez a fase
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responsavel pela formacdo do nanotubo de carbono. Como nessa temperatura sdo
formados preferencialmente NTPM, a liberagdo do ferro se daria provavelmente pela
segregacdo da fase MgFe,04, formando ilhas ou aglomerados menores na superficie
de um cluster maior da fase Fe; \Mg,O. A particula catalisadora seria, neste caso,
relativamente maior ¢ composta de pequenos sitios ativos de Fe segregados, mas
ainda suportados pela matriz cerdmica. A partir de 775°C, a o surgimento da fase
MgFe,04 conforme ilustrados na figura 2-5, e na figura 2-6 induz a formagao de
particulas relativamente menores e favorecendo a formagdo do NTPS. Os
mecanismos responsaveis por este fendmeno ainda ndo sdo bem conhecidos.

Em resumo, em um Unico processo, nos podemos gerar até 5,0 g de material
com NTPS (em T=900°C) ou com NTPM (em T=750°C). Ou seja, apos ter removido
o0 p6 do barco e submeté-lo ao processo de purificacdo, teremos entre 1.1 ¢ 2,5 g de
nanotubos de carbono. O processo de deposicdo quimica na fase vapor com
catalisador de Fe:Mo/Mgo possui grande eficiéncia para producdo de NTPS ou
NTPM. De acordo com as analises do catalisador que sofre mudangas de fase de
acordo com a variagdo da temperatura, os NTC sdo catalisados a partir da fase Fe;
Mg,Oy que com o efeito da temperatura, durante a sintese, se dissocia em
nanoparticulas de Fe ¢ 6xido de Mg e a fase MgFe,O4 com particulas maiores do que
20 nm nédo atua na sintese. Este resultado viabiliza a produgdo de compositos e outras
aplicagdes. No entanto para que sejam realmente efetivas as aplicagdes os NTC
processos de purificacdo se fazem necessarios para retirada de suporte catalitico e

metais catalisadores residuais processos estes relatados nas proximas secoes.

2.5.Processo de sintese de nanotubos de carbono por arco elétrico.

A sintese por arco elétrico é a técnica mais utilizada para produzir nanotubos,
assim como fullerenos®®. O método baseia-se em uma descarga de arco elétrico
gerado entre dois eletrodos de grafite em uma atmosfera de hélio ou argéonio®’. Este
método derivou-se do sistema de vaporizacdo de um eletrodo de grafite pelo seu
aquecimento resistivo, o qual foi desenvolvido em 1990 pelo grupo de Kriatschmer e
colaboradores™.

O processo de arco elétrico consiste na montagem de eletrodos de grafite em
uma camara em atmosfera inerte (hélio) a baixa pressdo. As pontas dos eletrodos sdo

aproximadas até cerca de 1 a 2 mm de distancia e uma diferenca de potencial elétrico
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¢ aplicada entre eles. Quando a distdncia entre os eletrodos se torna suficientemente
pequena, ocorre a formacdo de um arco elétrico entre os eletrodos, ionizando o gas
ao redor do arco e gerando um plasma ao redor dos eletrodos A figura 2-16 mostra
um modelo simplificado de uma camara de arco elétrico com seus principais

componentes indicados.

Iovimentacio

do eletroda 1

N

Het [V acuo

Figura 2-16: Desenho esquematico de um sistema de sintese por arco elétrico.

A quantidade e qualidade dos nanotubos formados dependem principalmente
da mistura de metal catalisador e carbono. Os resultados variam de um autor para
outro, ja que as condigOes experimentais dependem de varios pardmetros tais como:
concentracdo do metal®, pressdo do gas inerte, natureza do gas*, corrente elétrica e
geometria do sistema utilizado para a sintese.

A técnica de deposicdo via arco elétrico é muito eficiente e relativamente
simples, porém apresenta um problema que impede sua utilizagdo continua para a
queima de grandes quantidades de grafite e conseqiiente geragdo de uma maior massa
de NTC. Este problema esta relacionado com a formacao de um deposito de carbono
grafitico (tipo tubostratico) sobre o catodo, que cresce durante o processo de
sintese®. Este depésito apresenta propriedades elétricas muito diferentes das
apresentadas pelos eletrodos, impedindo que o arco elétrico se mantenha estavel e

com as mesmas condi¢cdes do inicio da sintese.
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Neste trabalho, utilizou-se uma modificacdo de um sistema Czochralski de
crescimento de cristais, que consiste em uma camara de aco de atmosfera controlada,
com sistema de refrigeragdo das paredes, capaz de suportar uma grande amplitude de
pressoes, entre 10 ¢ 10* Torr. Dois eletrodos de grafite de alta pureza sdo montados
no interior da camara, sendo que o anodo é dopado com metais catalisadores, como
Ni/Y e Co/Ni, em um sistema acoplado a um motor de passo que permite alterar
continuamente a distancia entre os eletrodos. Os eletrodos sdo ligados externamente
a uma fonte de tensdo DC de 30kW (Saban Eletric Corp.) que opera entre 0 e 35 eV
com correntes até 1500 A. Uma janela Optica protegida com um vidro escuro
bloqueador de radiagdo UV ¢ utilizada para acompanhar o processo. Apods o
fechamento da camara, realiza-se uma purga da atmosfera para remoc¢do de oxigénio
e outros possiveis contaminantes. A ciAmara é evacuada até 107 Torr e preenchida
com hélio, em uma pressdo de 500Torr. O processo de sintese ocorre com a aplicacdo
de um potencial de cerca de 25 eV entre os eletrodos, que sdo aproximados até uma
distancia de cerca de 2 mm entre as pontas. No momento em que os eletrodos se
aproximaram o suficiente para que seja possivel a formacdo de um arco elétrico entre
eles, o potencial cai para cerca de 23 eV e a corrente estabiliza-se em 100 A. Estas
condigdes de diferenca de potencial e corrente elétrica foram aceitas como 6Otimas e
repetidas em todos os processos, por gerarem um plasma estavel ¢ de alta
temperatura, estimada em 4000 K. Através do controle da corrente elétrica e da
pressdo entdo é possivel modificar o tamanho da regido de plasma e o fluxo de gas na
regido de interface. O correto ajuste destes pardmetros torna energeticamente
favoravel a formacdo de NTC. Apods todo o anodo ser desgastado, o processo €
interrompido e a pressdo interna da cdmara ¢ igualada a externa. A camara ¢ entdo
aberta ¢ a fuligem gerada pelo processo ¢ recolhida das superficies da cdmara,
seguindo para a etapa de purificagio™. A figura 2-17 mostra uma foto da parte
interna da cadmara apds uma deposicdo em nosso laboratorio. Pode-se perceber a
formacdo de uma espécie de manta e grande quantidade de pd aderido a parede da

camara que aqui denominamos fuligem gerada pelo processo de sintese.
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Figura 2-17: Foto da parte interna da camara apo6s deposicdo de NTC, usando
catalisador C/Ni/Y & 550Torr em atmosfera de hélio e com 100A e 17V,

Em geral, o eletrodo de grafite ¢ preparado com metais catalisadores e apos a
reagdo de erosdo do anodo observa-se no catodo um espesso deposito que contém
nanoparticulas grafiticas, metal catalisador encapsulado por carbono, além de uma
grande quantidade de fuligem rica em NTC. Neste material aproximadamente 50% ¢
composto de NTC, 10% de metais catalisadores e os outros 40% de particulas

grafiticas

2.6.Caracterizacdo dos nanotubos de carbono via arco elétrico.

Nesta parte, serdo mostrados os resultados obtidos a partir das amostras de
NTC sintetizados via arco elétrico com catalisador de Ni/Co com relagdo massa:
massa de 1:1. A analise das amostras de nanotubos por microscopia eletronica revela
a presenca de grande quantidade de estruturas tubulares em feixes assim como
formas grafiticas irregulares e carbono amorfo. A amostra gerada na cdmara do reator
de arco elétrico ¢ caracterizada pela predominancia de nanotubos do tipo parede
unica. Na figura 2-18, sdo mostradas imagens de MET e MEV, revelando aspectos
morfologicos da amostra. A figura 2-18 apresenta uma serie de trés imagens, onde na
ultima observa-se feixes de nanotubos de parede unica recobertos por uma grande

por¢cdo de material amorfo. Na segunda véem-se mais claramente outros feixes sem
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essa camada, ao lado de residuos de material amorfo, assim com na primeira. Os
tubos tém alguns micron de comprimento e didmetros em torno de 1,4 nm. A figura
2-18 (a) mostra uma serie de trés imagens onde a superficie da amostra vista por
MEV, em todas as imagens podem ser vistos feixes emaranhados que podem ser

identificados como feixes de NTPS e por¢des de impurezas.
= L L. I %

S0 nm.".l. : 10, an
Figura 2-18: NTPS sintetizado via arco elétrico a) MEV, b) MET

As amostras NTC sdo caracterizadas por conterem predominantemente formas
tubulares, que apresentam didmetros da mesma ordem, como se pode ser comprovado
pela técnica de espectroscopia Raman. Esta técnica indica que os NTPS apresentam
poucos defeitos estruturais e, apesar das porgdes de impurezas mostradas nas
imagens de MEV e MET a area e intensidade da banda D é muito pequena comparada
a area da banda G o que resulta um fator de qualidade de 0,94, como pode ser visto
na figura 2-19. Os NTC se caracterizam por possuir um intenso modo de vibragdo em
torno de 180 cm™ pelo qual confirmamos o didmetro dos NTC que é em média 1,4

nm.
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Figura 2-19: Espectroscopia Raman

Em sintese, estes NTC se apresentam em feixes com pequenas porcdes de
impurezas e estruturalmente com poucos defeitos indicados pela baixissima
intensidade da banda D e a banda G intensa e estreita. Esta sintese resulta NTPS com
diametro de aproximadamente 1,4 nm, de alto fator de qualidade, poucos defeitos
estruturais como mostrado no espectro Raman, porém com grande quantidade de
particulas amorfas.

Descreveremos nas proximas sessdes a purificagdo e funcionalizagdo dos
nanotubos de carbono onde foram utilizados NTC, sintetizados em CVD e também
NTC produzidos via arco elétrico, para realizar teses de purificacdo. A principio, a

origem dos NTC nado desempenha mudanca em sua cristalografia.
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3. Purificacado de nanotubos de carbono.

A obtencdo de NTC de alta pureza ¢ muito importante para algumas aplicagdes
devido as caracteristicas nocivas dos catalisadores e particulas de carbono nas
misturas com outros materiais ou em diferentes tipos de experimentagdes fisicas.

Por exemplo, para aplicagdes biologicas, o catalisador pode provocar o
encadeamento de reagdes que aumentam a toxicidade. Desta forma, para utilizarmos
estes NTC, desenvolvemos processos de purificagdo utilizando vias quimicas e
fisicas. A maioria dos processos de purificacdo encontrada na literatura resulta em
NTC com pureza da ordem de 90-96%. Entretanto, a eficiéncia da purifica¢do ainda ¢
muito baixa'.

O processo de purificagdo cujo resultado mostrou grande eficiéncia na
remoc¢do de impurezas ¢ alto rendimento para os NTC sintetizados via CVD,
produzidos a partir de catalisador com suporte de MgO, encontra-se descrito abaixo:

1. Etapa de oxidacdo térmica

- os produtos de sintese sdo colocados dentro de um forno com
temperatura em torno de 400°C por 2 horas sem controle
atmosférico

ou

- colocado em um forno de microondas doméstico com poténcia
média da ordem de 1 kW por 15 minutos.

Ambos os procedimentos visam a eliminacdo do carbono amorfo

presente via uma oxidacdo preferencial.

2. Etapa de remoc¢ao do suporte catalitico — o produto anterior ¢ dissolvido em

uma solugido de NaOH 0,2M a 65°C por 24h sob agitagdo magnética.

3. Etapa de eliminacdo de residuos - o produto anterior ¢ filtrado (filtro a

vacuo com membrana de 0.2pum) e lavado para retirar o NaOH e residuos

soluveis gerados no ataque quimico anterior. A eliminacdo dos residuos ¢
considerada finalizada quando o pH da solucdo que passa pelo filtro se

neutraliza.
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4. Etapa de eliminagdo de particulas de carbono — o produto anterior ¢

recolocado dentro de um forno e levado a uma temperatura de 400°C sob um

fluxo de vapor de agua por 24 horas.

5. Etapa de eliminacdo de particulas metdlicas — o produto anterior ¢€

submetido a um ataque quimico de HC1 6M por 12 horas.

6. Etapa de filtracdo final - o produto anterior ¢ filtrado e lavado novamente

até atingir pH 7.

Esta seqiiéncia de purificacdo pode ser esquematizada desta forma:

CNT

3 1
I.-l MaOH 2M |_| Filtrar

—  Oxidagac ¥ BRAC 2R Lavar | - — -
N - ol - - |
L B 1 | Secar = CHNT-Purificado
I e
ToGueimar VT Ldem L Firar
L Q‘iJem'lﬂf HCI BM —l Filtrar
i 1 ATM em ar I 12h 1 Lavar

Os processos de purificacdo utilizados foram baseados na combinacdo de

varias técnicas. Os NTC produzidos via CVD e via arco elétrico por possuirem

caracteristicas

de sintese diferenciada também possuem técnicas diferentes de

purificacdo, com ataques residuais mais eficientes para cada uma delas.

Os NTC produzidos via arco elétrico depois de sintetizados necessitam de

purificagdo para retirar as impurezas. Para isto podem ser feitos dois processos em

quatro estagios cada um.

1. Oxidagao:

ou

Primeiro a fuligem ¢é aquecida em microondas doméstico com
poténcia média da ordem de 1 kW durante 4 tempos de 5 minutos.
Este processo promove a oxidacdo seletiva dos carbonos amorfos

que recobrem NTC e particulas metalicas’.

os produtos de sintese s@o colocados dentro de um forno com
temperatura em torno de 400°C por 2 horas sem controle

atmosférico.

2. Eliminacdo de particulas metalicas:

ou

o produto anterior ¢ submetido a um ataque quimico de HCl 6M por
12 horas.
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- O produto anterior é submetido a um refluxo de acido nitrico 3M
aquecido a 120°C por 48h
3. Filtragdo final - o produto anterior ¢ filtrado e lavado novamente até atingir
pH 7.
4. Secagem - Os NTC sdo colocados em estufa a 60°C durante
aproximadamente 24h.

Processos assim esquematizados:

[ I e B A T

CHT — Cidagao I—-I.-!cr.'sqlln Acido |—| Filtrar i Sacar i CNT- Purificado

O processo de eliminacdo de particulas quando feita com acido nitrico, além
de purificar os NTC também o funcionaliza, com grupos carboxilicos. Este processo
sera explicado, de forma mais especifica, no capitulo de funcionalizagdes.

No procedimento de filtragem, descrito a seguir, primeiramente, a amostra ¢
dispersa e agitada segundo esquemas mencionados. Essa suspensdo ¢ entdo posta
para filtrar em uma montagem simples composta de um Erlemeyer acoplado a um
funil de 35 mm de diametro 30 ml em volume com microfiltro de vidro com poros de
diametros entre 10 e 16 pm segundo dados do fabricante. A filtragem ¢ auxiliada por
pressdo diferencial. Periodicamente, quando os poros do filtro estiverem totalmente
bloqueados pelo material acumulado, o filtro deve ser retirado, cheio com mais
solvente e posto em um ultra-som para agitacdo do sedimento. Esse processo segue
até que todo o solvente passe pelo filtro sem se turvar. Em seguida, o residuo
remanescente no filtro ¢ retirado e suspenso em agua. Finalmente, o material ¢
suspenso ¢ filtrado novamente em agua, sendo, por ultimo, deixado em forno a 100°C
por 1 dia para secar. O resultado ¢ um material em forma de fuligem ou pequenos
aglomerados pretos e duros. Apesar de todas as etapas de purificagdo, ainda assim
particulas de catalisadores metdlicos permanecem na amostra final, como pode ser
visto nas micrografias. Foi feita uma analise quantitativa do grau de pureza
alcangado com esse procedimento, para nanotubos sintetizados via CVD e arco
elétrico, como esta descrito a seguir.

O método quantitativo usado para avaliar a pureza dos NTC ¢ a TG. Esta
técnica ¢ aplicada para quantificar a quantidade relativa de NTC, carbono amorfo e

material catalitico (metal e suporte cerdmico) existente na amostra>*".
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3.1.Nanotubos de carbono via deposicdo quimica na fase vapor

A caracterizacdo dos NTC purificados foi viabilizada pela utilizagdo da
técnica TG e foram feitas comparacoes dos NTC antes e depois desta etapa.

A figura 3-1(a) mostra a curva termogravimétrica da amostra de nanotubo de
carbono preparado a 900°C (linha continua). Neste resultado observa-se uma perda
de massa na faixa de 350-380°C que corresponde a oxidag¢do de carbono amorfo. A
auséncia de perda de massa nesta faixa nas amostras sem e com purificacdo permite
concluir a auséncia de carbono amorfo neste processo de sintese. Com este resultado,
a primeira etapa de purificacdo acima descrita pode ser evitada diminuindo o tempo e
custo de purificagio do material produzido®. A principal perda de massa acontece a
550°C ¢é causada pela oxidagdo do NTC. Em torno de 600°C, a curva de TG estabiliza
com massa 55% de massa. Esta massa corresponde a quantidade de catalisador
restante, (MgO, Fe e Mo) ou percentagem de impurezas.

Como ¢ sabido, a principal vantagem de usar MgO como catalisador ¢ a
facilidade de remové-lo utilizando 4cidos fracos como HCI, acido fosférico ou bases
como NaOH. Desta forma, utilizando o processo descrito acima purificamos este
material e sua curva termogravimétrica pode ser observada na figura 3-1(a) indicada

por linhas pontilhadas.
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Figura 3-1: Curva de TG referente a queima de NTC a) purificados e b) néo
purificados em nanotubos sintetizados via CVD.

Na curva de TG dos NTC sintetizados via CVD ndo ha mudangas no que

corresponde a oxidagdo de NTC. A figura 3-1(b) mostra que antes da purificagdo os

NTC apresentam queda proporcional a 50,0% enquanto a derivada da curva referente

aos nanotubos apos purificagdo mostra perda de massa proporcional a 95%.

O residuo final em regido de temperatura maior que 600°C indica a presenca

de impurezas ndo removidas pelo processo de purificagdo acima descrito indicando

uma pureza final de aproximadamente 95%. A quantidade de residuo presente destes
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nanotubos ndo apresenta maleficios a funcionalizacdo e aplicagdo destes nanotubos
nesta fase da pesquisa. A eliminacdo completa de residuos por processos de
purificagdo envolvendo oxidacdo térmica e ataque quimico ndo sdo efetivos na
eliminacdo dos 5% de impurezas ainda presentes. Este residuo ¢ constituido
basicamente de nanoparticulas de metal catalisador dentro dos NTC e/ou carbetos
metalicos cuja eliminagdo ¢ extremamente complexa. A eliminag¢do completa deste
residuo foi obtida submetendo as amostras de nanotubo de carbono de 95% de pureza
a um tratamento térmico sob alto vacuo (10 Torr) em temperatura de 1000°C por 92
horas.

As mudancgas nas caracteristicas morfologicas antes e depois da purificagdo,
visualizadas por microscopia eletronica ndo sdo claramente notadas, na figura 3-2(a)
podemos visualizar os NTC ndo purificados. Nesta amostra € possivel observar feixes
de nanotubos, onde estes feixes se encontram mais separados sem emaranhados e
com grandes comprimentos. Na figura 3-2(b) podemos visualizar NTC purificados,
onde ¢ possivel observar uma grande quantidade de feixes de NTC emaranhados de

dificil separagao visual.

R . L0 1

Figura 3-2 MEV de NTC e NTC purificado

A microscopia de transmissdo também evidéncia esta caracteristica. A
presenca de particulas nos NTC nfo purificados ¢ bem maior do que nos NTC
purificados. As imagens mostradas na figura 3-3 representam de uma forma geral a
caracteristicas destes NTC. Eles se encontram em feixes e € possivel observar que

possuem tanto nanotubos de parede unica quanto de parede multiplas. Na ultima
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imagem da série de NTC purificados podemos verificar uma grande distribui¢do de

NTPS. As setas na figura 3-3 indicam a posi¢do das nanoparticulas.

- L M.
Figura 3-3: MET de NTC sintetizados via CVD a) ndo purificados e b) purificado
A andlise desse material por espectroscopia Raman, ilustrada pela figura 3-4
mostra trés espectros, os espectros dos NTC por CVD (figura 3-4 CVD) possui trés
freqiiéncias bem definidas no modo de respiragdo radial. Quando estes NTC s&o
purificados (figura 3-4 CVD purificado), com tratamento térmico e ataque com acido
cloridrico, o modo de maior freqiiéncia ¢ extinto, este fato pode indicar que a
purificacdo pode ser destrutiva para nanotubos de menor diametro. Além disto, ainda
¢ possivel observar o aumento relativo da banda D, comparada a banda G do NTC
antes de qualquer tratamento. A purificacdo com 4cido nitrico provoca a
funcionalizagdo dos NTC (figura 3-4 CVD funcionalizado), provoca nos NTC uma
desordem estrutural visualizada pelo alto grau de desordem indicado pelo aumento da

banda D, além de ndo ser possivel observar freqiiéncias de vibragdo no RBM.
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Figura 3-4: Espectroscopia Raman de NTC

Através da relagdo I4/I; verificamos que o fator de qualidade decresce
abruptamente para ataques quimicos mais abrasivos. Neste caso o NTC nao
purificado iniciou o processo de tratamento com um fator de qualidade igual a 0,86
com o para tratamento com acido cloridrico este fator teve uma reduc¢do de 13,28 % e
com o tratamento com acido nitrico a 120°C o fator reduziu em 29,84% .

Através destes resultados verificamos que os métodos de purificacdo sdo
eficientes, deixando na amostra apenas 4% de impurezas, a andlise dos residuos
indicam que este material ¢ formado basicamente de carbetos, material este de dificil
elimina¢do por meios quimicos ou fisicos. Este trabalho teve a colaboracdo das
professoras Classidia e Adelina do CDTN. Elas abracaram este trabalho com grande
dedica¢do, mostrando procedimentos viaveis para eliminagdo de impurezas

encontradas no NTC, fazendo analises de caracteriza¢do a cada passo do processo.

3.2.Nanotubos de carbono via arco elétrico

Os NTC produzidos por arco elétrico foram caracterizados antes e apds sua
purificacdo por microscopia eletronica de varredura, microscopia eletronica de
transmissao, espectroscopia Raman e TG.

A figura abaixo mostra curvas TG e DTG da decomposi¢do térmica dos NTC

purificados (figura 3-5a) e ndo purificados (figura 3-5b) embora ndo seja possivel por
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meio da curva TG observar claramente a decomposi¢cdo dos NTC, pois os efeitos de
degradagdo térmica se sobrepdem, a curva DTG mostra algumas separagdes de
maximos de decomposi¢do. Portanto, a melhor forma para se relacionar o efeito do
tipo de elemento decomposto, carbono amorfo, nanotubos, metais, nanoparticulas ¢é
através do DTG. A perda de massa comegou por volta de 350°C em ambos os NTC e
terminou por volta de 800°C para os NTC purificados e por volta de 900°C para o
NTC nao purificado. Cada variacdo de perda de massa corresponde a um tipo de
degradagdo alguns trabalhos sugerem que a 450°C sdo queimados nanoparticulas e
carbono amorfo e em temperatura mais elevadas ~550-800°C sdo queimados os NTC,
acima desta temperatura possivelmente degradam particulas metdlicas que foram

- 7.8
expostas com a queima do carbono amorfo ™.
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Figura 3-5: Curvas TG e DTG da decomposicdo térmica dos NTC a) purificados e b)
nédo purificados

A purificagdo dos NTC utilizando o processo de purificacdo descrito no inicio
do capitulo, com oxidagdo e ataque acido, deixam os NTC com aproximadamente
99% de pureza, isto é apos todas as etapas de purificacdo restam apenas 1,5% de
impurezas. Porém, experimentalmente temos uma variacdo neste fator, na média
conseguimos uma purificagdo de 96%.

As mudancas nas caracteristicas morfologicas antes e depois da purificagdo,

visualizadas por microscopia eletronica, sdo claramente notadas. Na figura 3-6 a
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podemos visualizar, nas seqiiéncias de imagens, NTC ndo purificados. Nesta amostra
¢ possivel observar varias particulas sobrepondo os feixes de nanotubos. Estes feixes
ora ndo podem ser visualizados facilmente devido as particulas, ora se apresentam
em grandes regides sem particulas. Na figura 3-6b podemos visualizar NTC
purificados. Nesta amostra ¢ possivel observar uma grande quantidade de feixes de

NTC emaranhados, sem a presenca consideravel de particulas.

= i

Figura 3-6: MEV de comparativos NTC purificados e ndo purificados

A microscopia de transmissdo também evidéncia esta caracteristica. A
presenca de particulas nos NTC ndo purificados ¢ bem maior do que nos NTC
purificados. As imagens mostradas na figura 3-7 representam de uma forma geral a
caracteristicas destes NTC, os quais se organizam em feixes de NTPS. Na inser¢do
da figura 3-7b sdo mostrados os NTC purificados com as extremidades abertas dos
nanotubos em um feixe de aproximadamente oito NTC. Esta ¢ uma imagem muito
representativa e dificil de ser visualizada nas condi¢des usuais de preparagdo de

amostras.
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20 b

Figura 3-7: MET de NTC sintetizados via arco elétrico ndo purificados na primeira
linha e purificado na segunda linha

A espectroscopia Raman indica a existéncia de NTC de parede simples com
diametro de 1,4 nm em ambas as amostras. Este fato caracteriza o processo de
purificacdo como ndo degradativo, isto ¢, as etapas de purificagdo ndo promovem a
eliminacdo de tubos com didmetros diferenciados preservando a integridade dos
NTPS.

A figura 3-8 mostra os espectros Raman para uma amostra antes e depois de

sua purificacdo podemos observar que os espectros sdo idénticos preservando os

modos RBM, bandas D ¢ G.
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Figura 3-8: Espectroscopia Raman de NTC sintetizado via arco elétrico e deste NTC
purificado.

Claramente a purificagdo dos NTC nao afetou a sua qualidade. O fator de
qualidade sofreu um decréscimo de 4%, (valor infimo), dentro do erro estatistico
deste fator para uma mesma amostragem.

De forma geral, através da purificacdo, foram obtidos NTC com no minimo
96% de pureza. Se comparados os NTC sintetizados via CVD e via arco elétrico
verificamos que os processos sdo mais eficientes para os de arco. Estes também tém
uma sintese mais homogénea em relagdo ao didmetro e numero de parede dos NTC.
Percebe-se também um entrelagamento maior nos feixes destes nanotubos, fato que
ndo prejudica sua individualizagdo em solugdes com sulfactantes. O que ¢ indicio de
que também serdo facilmente isolados se estiverem funcionalizados. Estes NTC,
devido a sua exceléncia, foram utilizados para todas as aplicagOes, deste as
funcionaliza¢cdes até a formacdo de novos materiais como compositos e demais

estudos realizados.
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4. Nanotubos de carbono funcionalizados.

Como foi descrito no primeiro capitulo, os NTC foram desenvolvidos para
serem aplicados principalmente em biocompositos. Porém, para este emprego, ainda
¢ necessario agregar uma caracteristica ndo existente nos NTC antes da
funcionalizagdo, a hidrofilicidade. Isto ¢é, os NTC com alguns tipos de
funcionalizagdo se tornam soluveis em agua, devido grupos funcionais a eles
agregados, o que viabiliza sua aplicacdo em varias areas do conhecimento. Entre os
mais destacados podemos citar as aplicagdes biologicas e biomédicas, como sensores
ultra-rapidos e seletivos, como agente carreador de drogas, como base para
crescimento celular e como compdsitos para implantes, etc.

Como os NTC sintetizados ou purificados ndo sdo soluveis e ndo permanecem
dispersos em agua, foram feitos varios testes com reagentes diferenciados. Destes
reagentes, alguns deixaram grupos funcionais ligados aos NTC. Essas
funcionaliza¢des se apresentam de duas formas: com interacdes ndo covalentes, que
possibilitam a obtencdo de tubos isolados sem modificar extensamente sua
propriedade eletronica e com interacdes covalentes que possibilitam a obtencdo de
tubos isolados com especificidades quimicas. A funcionalizagdo dos NTC agrega a
ele importantes caracteristicas devido a diferenciagdes de suas propriedades quimicas
e fisicas ¢ a facilitacdo de sua manipulagdo.

As reagdes de funcionalizagdo sdo realizadas, em geral, através de simples
mistura de reagentes. As reacgdes ocorrem a temperatura ambiente ou através de
refluxo, neste ultimo elas acontecem com temperatura minima, igual ou superior ao
ponto de ebulicdo do solvente utilizado, o que corresponde a 120°C na maioria das
funcionaliza¢des realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho. Como sera
mostrado a seguir.

Antes disto, vale salientar que a chave para o desenvolvimento efetivo de
tecnologias envolvendo NTC ¢ a funcionalizacdo quimica dos mesmos, ou seja, a
unido de grupos funcionais a superficie dos NTC em grande quantidade, a fim de
tornar experimentos factiveis em escala minima para aplica¢des futuras.

Hoje em dia, apesar do éxito em dispersar NTC em diferentes meios, um
método simples e facil de funcionalizagdo em escalas industriais ainda ¢ necessario.

Por outro lado, a unido com moléculas biologicas especificas, como aminoéacidos,
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pode possibilitar interagdes e ligacdes seletivas em moléculas alvo, ainda em menor
escala.

Foram investigadas, neste trabalho, funcionaliza¢des que alcangam esses dois
enfoques, a larga escala e aplicagdes bioldgicas. As funcionaliza¢cdes com
alendronato de so6dio, e a carboxilagdo foram realizadas para solubilizar os NTC em
agua e posteriormente adiciona-los ao colageno para formar um biocomposito e
realizar aplicagdes bioldgicas como, por exemplo, testes de osteogénese; as
funcionalizagdes com, oligonucleotidios, foram feitas para aplicagdes bioldgicas
especificas como a inibi¢cdo de proliferagdo de fungos do feijoeiro; a funcionalizacdo
com RNA-i foi elaborado para realizar transfec¢do celular em células de mamiferos,
tanto em NTC longos quanto nos picotados; as funcionalizagdes com NH4OH ¢ acido
oxalico foram elaboradas como uma forma rapida e eficaz de solubilizar NTC; as
funcionalizagdes com L-alanina foi elaborada com intuito de realizar aplicacdes
bioldgicas para realizar interagdes especificas e ser alvo de ligacdes biomoleculares;
a funcionaliza¢do com polissacarideos foram realizadas para sanar nossa curiosidade
a respeito das diferenciagdes entre a goma arabica ¢ a goma de cajueiro, que é um
produto tipicamente brasileiro; a funcionalizacdo com ouro foi realizada para
solucionar problemas de ligacdes de grupos fosfatos nos NTC, o que ndo deu certo, ¢
agora vai ser utilizado por outros alunos como marcadores biologicos e veiculos
radioterapicos, também foram realizadas reagdes oxidativas causadas por alguns
destes procedimentos, reagdes estas que causam a redugdo do comprimento dos NTC,
que denominamos picotamento. Para cada uma das funcionalizagdes existem
especificidades de processos e aplicagdes que serdo comentadas a cada grupo
funcional adicionado ao NTC. A seguir entraremos em detalhe dos processos de

obtencgao e caracterizagdes destas funcionalizagoes.

4.1.Carboxilacéo:

A carboxilacdo é uma das funcionalizagdes mais estudadas, pois a mesma ¢
utilizada para incluir a carboxila, que ¢ um grupo funcional muito importante como
indutor de outras funcionalizagdes. Esta funcionalizacdo também torna os NTC
soluveis em 4agua. A terminag¢do carboxila ¢é aplicada em quase todas as
funcionalizagdes conjugadas e por isto tem sido amplamente divulgada1’15.

Usualmente, ela ¢ feita através de refluxo com acido nitrico, porém descobrimos uma
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nova forma de funcionalizar com este grupo, que sera mostrado mais a diante, logo
depois do método convencional de funcionalizagdo.

As funcionalizacdes com 4cido nitrico s3o as que apresentam melhor
estabilidade do grupo funcional, uma vez que ele estd ligado a parede ou/e
extremidades dos NTC com interagdo quimica forte, tipo covalente.

Os NTC foram submetidos aos seguintes procedimentos:

I weimar V1 ReHirice ' T mar ) cestfunar | T T
: ! ” : trar . Cantrifugar | Sacar
CAT [ 1,&?.?; ar 1 1?C§§hpur M Lawar [} TKRPFM '_I BOC I CHECLDS
ou
po—————p _F'I_ — e e
: Ac. Mitrico iltrar Centrifugar Sercar L
CNT-Purificado =1 {5 en :—I Lavar :—I nRP. a0 | CNT- COOH
| N R g | N ———

Para ambos os procedimentos, devem ser utilizados 100ml de acido nitrico 3M

para cada grama de NTC.

ou
P RS ™) T TR T f ST pm ==
. : | Filtrar | Cantrifugar | S@car |
CMT- Purificad — 15min : : — CHNT- COOH
urieade | Microondas |_| Lavar I_' ThRPM I_f BOPC |

Provavelmente, esta ligacdo acontece como ilustrado na figura abaixo nas

extremidades e na parede do tubo.

Figura 4-1: Nanotubos de carbono carboxilados.

Neste caso deve-se usar 50 | de acido nitrico 6 para cada grama de carbono. A
variacdo entre estes processos de funcionalizagdo ndo causa alteracdes no resultado
final da mesma, devendo ser escolhido o método mais viavel para cada laboratorio.

Uma das etapas mais trabalhosas deste processo € a centrifugagdo, esta etapa ¢
responsavel pela variagdo do pH. Quando a solugdo centrifugada estd com pH em
torno de 5, os NTC comeg¢am a suspender. Depois de inumeras lavagens ficam
precipitados somente os NTC ndo funcionalizados e pequenas particulas que nao

foram retiradas durante a purificagdo. Nas primeiras centrifugacdes, a solucdo tem
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um tom um pouco amarelado, que corresponde a solucdo de acido nitrico oxidada,
durante a suspensdo a solucdo torna-se acinzentada e no final do processo, ela fica
translucida.

Este método, além de adicionar grupos funcionais também incrementa a
purificagdo dos NTC. Se houver necessidade, para quaisquer aplicagdes, de utilizagdo
dos NTC de alta pureza sem grupos funcionais adsorvidos, a funcionalizacdo pode
ser revertida através de tratamento térmico, colocando os nanotubos de carbono
carboxilados a 400°C em vacuo mecénico por no minimo 1h de tratamento por grama
de NTC. Apos este procedimento os NTC ndo ficam mais suspensos em agua.

Andlises de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas para
identificar possiveis funcionalizag¢des nos NTC apds processo de carboxilagio. E
conhecido que os grupos funcionais se ligam as regides mais reativas dos NTC. Estas
regides estdo localizadas nas extremidades do tubo ou/e em defeitos estruturais na

parede do mesmo.
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Figura 4-2: Espectroscopia IR de NTC carboxilado

No espectro da regido do infravermelho (figura 4-2) podemos visualizar dois
espectros, a saber: o referente aos NTC purificados (em linhas pontilhadas), onde
podem ser observados os modos vibracionais dos grupos funcionais, por exemplo, de
estiramentos C-H (~1640 cm' e 1383 cm™') e modos de vibragdo ainda nio

identificados como ~1464 cm™ e deformagio C-O ~1150 cm™ que sempre aparecem
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em NTC purificados® referentes grupos funcionais que foram adsorvidos
provavelmente durante a queima de carbonos amorfos; o referente aos NTC
carboxilados (em linha continua) onde estdo indicados os modos vibracionais dos
grupos funcionais vibracdes referentes ao estiramento C=0O referente a carboxila,
(~1730 cm™") modo normal de vibragdo dos NTC referentes a ligagio C=C ou liga¢do
C=0 (~1580 cm™) estiramento C-H (~1380 cm™), e deformacio OH (~1100cm
~1070cm™).
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Figura 4-3: Analise térmica dos NTC

A analise de termogravimétrica ilustrada pela figura 4-3 mostra duas curvas,
uma relativa a perda de massa e outra referente a analise diferencial (dm/dt). A linha
continua indica a preseng¢a de duas importantes perdas de massa. A primeira centrada
em 286°C referente a perda dos grupos carboxilas e a segunda em 550°C referente a
perda de massa de carbono. Como a area sob a curva dm/dt ¢ proporcional a massa
perdida durante a queima, podemos calcular a razdo de carbonos ligados a carboxila.

Para isto precisamos saber:

Peso Molecular da carboxila PM = 45%;
mo
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g

Peso molecular do carbono PM = 12—|;
(0]

Percentuais de perda de massa para o C ¢ o COOH, onde a massa de carbono
equivale a 75,8% e a massa de carboxila equivale a 9,7% e a massa dos residuos
equivale a 14%, portanto esta razao ¢é:

0 0
COOH L /mA)C =9'—7/@ =0,034 = 3,4%, que equivale a 3,4% moles
C PM PM, 45 12

cooh

de carbono com carboxilas. Isto ¢, em um NTC com 3 um com um total de

aproximadamente 281000 atomos pelo menos 9500 estdo ligados a carboxilas e em
média existem 25 atomos em cada extremidade do NTC com 1,4 nm de didmetro,
portanto as carboxilas ndo estdo ligadas somente nas extremidades dos NTC.

De acordo com as imagens de AFM para estas amostras pode-se concluir que

os NTC carboxilados apresentam comprimento médio entre 2 e 3 #m com uma

distribui¢do larga de comprimentos, pois ¢ possivel perceber alguns NTC com
comprimento muito pequeno, na ordem de 200 nm. Pela analise de perfil podemos
verificar que estes NTC estdo dispostos em pequenos feixes de 4,5 nm com
aproximadamente trés NTC. E possivel encontrar NTC curtos nesta amostra devido

aos tratamentos quimicos a que eles sdo submetidos.
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Figura 4-4: AFM dos NTC COH
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Um fato interessante ¢ que mesmo com maior interagdo dos NTC
funcionalizados eles tém a propriedade de autosolubilizacdo, isto ¢, quando estes
NTC sao adicionados em solventes como agua ou tampdes, parte dele é precipitado ¢
parte dele solubiliza como pode ser observado na figura 4-5. Dentro do limite de
concentragdo para saturacdo, pelo menos 50% de sua massa solubiliza
instantaneamente. Os NTC que precipitam devem ser suspensos com ultra-som por

no minimo 3 minutos. A solubiliza¢do sera tratada melhor no fim deste capitulo.

1 14 45 seg

Figura 4-5: Solubilizacdo instantdnea dos NTC funcionalizados com carboxila.

A mudanca na morfologia dos feixes de nanotubos, apds o procedimento de
funcionaliza¢do foi observada por microscopia eletronica de varredura. Os NTC em
parte se organizam em feixes e em parte se aglomeram. Os NTC com maior
comprimento devem interagir mais fortemente um com os outros, devido a menor
densidade de grupos funcionais adsorvidos na extremidade e corpo dos NTC, tendo
como conseqiiéncia a intensificacdo das interagdes entre os NTC, e se organizando

em forma de feixes. Como pode ser visto na figura 4-6.
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Figura 4-6: MEV de NTC COOH.

A espectroscopia Raman apresenta algumas diferencas entre o material
funcionalizado e o ndo funcionalizado, principalmente com relacdo a intensidade da
banda D. Podemos verificar que o fator de qualidade sofreu uma variagdo de 21%
porém ndo ¢ percebido alargamento na banda G. A intensidade relativa do RBM

indica a presenca de tubos com diametro entre 1,2 e 1,5 nm.
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Figura 4-7: Espectroscopia Raman de NTC funcionalizados com carboxila.

A carboxilagdo dos NTC teve éxito, concluimos entdo que temos um método
confidvel de funcionalizacdo. Em média 3,4% dos carbonos existentes na estrutura do
NTC estdo com uma molécula de COOH ligada. Esta quantidade de moléculas
ligadas ao NTC ¢ suficiente para deixa-lo suspenso em solugdo aquosa por tempo

indeterminado sendo que estas estdo ligadas tanto nas extremidades do NTC quanto
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em seu corpo. A solucdo mais antiga desta solucdo data de 3 anos e ndo apresentam

material precipitado no recipiente.

4.2.Acido oxalico

Como foi mencionado no inicio deste capitulo a funcionalizagdo mais
conhecida para a carboxilacdo ¢é feita através de acido nitrico e a temperatura
elevada. A principal vantagem da funcionalizacdo com acido oxalico método aqui
descrito, ¢ a carboxilagdo realizada a temperatura ambiente utilizando acido fraco.
Possivelmente, este método ndo se difere do anterior, no que se diz respeito a
estabilidade da funcionalizagdo. Com isto podem ser feitas, nestes NTC,
funcionalizagdes conjugadas, isto ¢, a colocacdo de novos grupos funcionais ligados
as carboxilas dos NTC-COOH.

A funcionalizacdo com acido oxalico, que ¢ um método original, é realizada
de duas formas principais, cada uma delas tras ao NTC uma caracteristica especifica.
A primeira, utilizando 4acido oxdalico puro acresce ao NTC a capacidade de ficar
suspenso em agua ¢ outros solventes polares; Nesta funcionalizagdo sdo utilizadas
0,5 mg NTC, 10 g de acido oxalico ¢ 50 ml de agua. Esta mistura é colocada em

ultra-som por aproximadamente 20 minutos. Seguindo o seguinte esquema:

Filtrar L
Lavar i

CNT- Purificade  }——! Acido Ox4lico |—' CNT- OH

Agitagao constante
temperatura ambiente

A segunda, utilizando uma mistura de acido oxalico e 4cido nitrico adiciona
aos NTC, mesmo a temperatura ambiente, grupos carboxilicos, que depois de
adicionados precisam de altas temperaturas para que a funcionalizagdo seja desfeita.

Essa funcionalizacdo ¢ realizada como esquematizado a seguir:

CNT- Purificado  [—— Acido Mitrico +— Acido Oxdlico F— Lavar — CNT- COOH
I

Agitagao constante
tempearatura ambiente
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Nesta funcionaliza¢do sao utilizados 0,5 mg NTC e uma solu¢do com 10 g de
acido oxalico e 50 ml de agua e ¢ acrescido ao acido oxalico 25 ml acido nitrico. Esta
mistura ¢ levada ao ultra-som por 30 minutos e posteriormente lavada e seca.

No primeiro método, provavelmente a molécula do acido oxalico esta
adsorvido na superficie do NTC como ilustrado na figura 4-8 e, no segundo,
provavelmente a molécula se quebra e interage como no método de carboxilagdo

tradicional ilustrado pela figura 4-1.

Figura 4-8: NTC - acido oxalico

A diferenciacdo visual entre os métodos ¢ a presenca de NTC agregados
dispersos na solu¢do dos NTC funcionalizados somente com o acido oxalico, isto ¢
uma solucdo ndo homogénea. Isto se deve provavelmente a funcionalizacdo de feixes
de NTC.

Na figura 4-9 podemos observar o espectro da regido do infravermelho de trés
amostras de NTC: a primeira de NTC funcionalizados com acido oxalico puro.
Podemos observar os modos vibracionais do grupo funcional carboxilato’, com
modos de vibragdo correspondentes em (1610-1550 cm™ e 1420-1300 cm™'). Estas
vibracgdes correspondem aos modos estiramento O=C-OH do sal-4cido carboxilico. O
pico em ~3442c¢cm™ indicam estiramento de O-H associados e os picos em ~1100
devem estar associadas ao estiramento C-C-O associado a deformacdo OH e
estiramento C-O.

No segundo espectro de NTC funcionalizados com acido oxalico e acido
nitrico onde estdo indicados os modos vibracionais referentes ao estiramento C=0
referente a carboxila, (~1730 cm™') modo normal de vibragio dos NTC referentes a
ligagio C=C ou ligagdo C=0 (~1580 cm™"), deformagio OH (~1100 cm™ ~1070 cm’
b,
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No terceiro espectro de NTC funcionalizados com acido oxalico e acido
nitrico apds tratamento térmico a 200°C, onde estdo indicados os modos vibracionais
referentes ao estiramento C=0 referente a carboxila, (~1740 cm™) modo normal de
vibragdo dos NTC referentes a ligacdo C=C ou ligacdo C=0 (~1587 cm™"). Estes dois
ultimos espectros comprovam que estes nanotubos estdo realmente carboxilados e
para a reversdo deste estado € necessaria grande energia térmica.

Como vimos anteriormente, a temperatura de decomposicdo da carboxila
ligada ao NTC esta em torno de 280°C. Fizemos entdo um tratamento térmico de 2h a
200°C para verificar se a funcionalizagdio com carboxila iria ser extinta. Como
podemos observar no terceiro espectro a funcionalizacdo permanece inalterada
comprovando a eficiéncia do método de carboxilacdo de NTC a frio, com estes
resultados podemos observar o aparecimento dos modos vibracionais dos grupos

carboxila para os NTC funcionalizados com a mistura de acidos.

Ac. Oxalico

2895
2853
2346
1385
1259
1115

|
3442
1603

Ac. Nitrico + oxalico

L
1726,0
856,3
682,7

Ac. Nitrico + oxalico apds 200°C

587,2
1172,5
1068,4

transmitancia u.a.

1
B 1587,
1425,
1222,%
682,

1743,36.
1587,2

4000 3000 2000 1000

nGmero de onda cm™

Figura 4-9: Infravermelho das funcionalizacdes com &cido oxalico, acido nitrico e
oxalico e a anterior com tratamento térmico de 200°C por 3 horas.

Através destes espectros podemos concluir que ha uma diferenciacdo entre os
dois métodos de funcionalizacdo, os NTC funcionalizados com acido oxalico puro
apresenta-se funcionalizado com carboxilato, enquanto os funcionalizados com acido

nitrico e oxalico apresentam grupos carboxila ligados. Esta ligacdo ndo ¢ reversivel
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com variagdo de temperatura de até 200°C o que indica possivelmente uma ligagdo
covalente.

Foram feitas andlises por espectroscopia Raman para verificar se houveram
mudancas na estrutura dos NTC para estas funcionaliza¢des. Os espectros indicam
que os NTC funcionalizados e ndo-funcionalizados n@o apresentam diferencas
significativas. O modo de respiracdo radial no NTC funcionalizado com acido nitrico
e oxalico teve o mesmo comportamento dos funcionalizados com acido nitrico puro.
Os espectros de nanotubos purificados e funcionalizados com &cido oxalico puro sdo
semelhantes. Para todas as amostras ndo houve diferenciacdes no espectro em alta
freqiiéncia, sendo o fator de qualidade ¢ aproximadamente 0,75. Como pode ser

observado na figura 4-10 que mostra o espectro para os NTC funcionalizados com a

mistura de acidos oxalicos e nitricos.

1 1
. ——NTC- aciido oxalico
- = NTC

<

S 4
< [}
: g
3 b

(%2}
5 £
E

—— NTC - &cido oxalico Moy \
1= = NTC purificado 4 \
e = T TN - - il P
T T T T T
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Figura 4-10: Espectroscopia Raman de NTC funcionalizado com acido oxalico e nitrico.

Os feixes de nanotubos apdés o procedimento de funcionalizacdo foram
observados por microscopia eletronica de varredura. Os NTC em parte se organizam
em grandes feixes e em parte como os demais nanotubos se aglomeram e ndo ¢
possivel distinguir o tipo de funcionalizacdo utilizada, como pode ser observado na
figura 4-11 que mostram as micrografias dos NTC funcionalizados por acido oxalico

puro (figura 4-11a) e pela mistura de acidos (figura 4-11b).
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Figura 4-11: MEV NTC funcionalizados com a) acido oxalico e b)acido oxalico e nitrico.

Em resumo, a principal vantagem deste método € que o processo ocorre a
temperatura ambiente com pequena concentra¢do de acido nitrico, diferentemente do
processo comum de funcionalizagdo que necessita de procedimento de longa duragéo
e elevadas temperaturas com acidos fortes. Os NTC por serem processados a frio,
possibilitam a funcionalizagdo de feixes de NTC, o que pode ser minimizado por
mudanca de freqiiéncia de ultra sonificagdo durante o processo de funcionalizacdo.
Apbs a suspensdo, sempre € possivel observar aglomerados de NTC funcionalizados
com acido oxalico puro em meio aquoso.

Os NTC funcionalizados pelos 4cidos nitrico e oxalico possuem caracteristicas
similares aos funcionalizados somente com acido nitrico, como a presenca de grupos
carboxilicos, que promovem a solubilizac@o.

Apresentaremos a seguir métodos de funcionalizacdo visando aplicacdes

biologicas.

4.3.Alendronato de sodio

Esta funcionalizagdo ¢ uma das que causou maior expectativa por causa das
aplicacdes possiveis destes NTC funcionalizados como precursor de cristalizacdo de
HAp. O Alendronato de sédio é o principal componente de medicamentos de
manutencdo de desordens dsseas, como a osteoporose. Ele ¢ um farmaco presente a
um grupo de compostos denominados bifosfonados, sendo o responsavel pela
inibicdo especifica da reabsor¢do 6ssea mediada por osteoclastos. O mecanismo de

a¢do dos bifosfonados pode estar relacionado a capacidade de se fixarem na matriz
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o0ssea, sendo assimilados pelos osteoclastos. Com esta especificidade podem-se
utilizar estes nanotubos em compositos implantaveis para serem usados em fraturas
ou outras desordens 6sseas que necessitam de enxerto.

A funcionaliza¢do com alendronato de s6dio também ¢é realizado através de
vérias etapas. Este processo foi baseado no artigo Bin Zhao e colaboradores®, onde é
feita uma funcionalizagdo com poly-(m-aminobenzene sulfonic acid)(PABS). Para
realizar esta funcionalizagdo foi adicionado 12 mg de NTC em 20 ml de
dimetilformamida (DMF) e levada ao ultra-som por 30 minutos. A temperatura desta
solugdo foi levada a 0°C e acrescentado, em atmosfera de nitrogénio, 0,4 ml de
cloreto de tionila e mantida sobre agitacdo constante. A temperatura foi elevada a
70°C para remover o cloreto de tionila sob atmosfera de oxigénio. Como tltima
etapa, foi dissolvido o alendronato em DMF ¢ adicionado a solugdo inicial ficando
em refluxo por 5 dias. Esta solugdo € posteriormente lavada com alcool etilico e agua
deionizada. Podemos descrever esta funcionalizacdo de forma simples através do

esquema abaixo:

ittt B Pr=r— = ===
" Clorate da Tionia 1 T Aurnseniar Aderdronain de sodio |
) N _ endronalo de sodio Lavar
CHNT- COOM raEnpaRralira para o by -
0O i Ny H Ll g  efuxe 120°C por 120k Fillrar CHT-F
i Fh e | i
I L e —m e e b
_______ -
| CrRIF | Sob agilache constants

LIErasorm
1 damin |

De acordo com a imagem de AFM para estas amostras, ilustradas pela figura
4-12, pode-se concluir que os NTC fosfonados apresentam comprimento que variam
de centenas de nandmetros a alguns micrometros. Os NTC muito curtos
provavelmente aparecem por ser um método de preparagdo com reagdes quimicas
fortes e de longa duracdo. Pode-se ainda perceber que os nanotubos longos, mesmo
dispersos, se organizam em pequenos feixes de dois a trés NTC, e os NTC curtos

apresentam-se isolados.
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Figura 4-12: AFM de NTC bifosfonados sobre substrato de silicio.

No espectro da regido do infravermelho (figura 4-13) podemos visualizar os
espectros dos NTC funcionalizados com alendronato de so6dio, onde os principais
modos vibracionais dos grupos funcionais adicionados a superficie do tubo sdo os
estiramentos C=C (~1640 cm™' até 1580 cm™), P-C (~1440-1280 cm’' referente a
estiramento C - P=0), -POH( ~2700-2560 cm™ e 1040-900 cm™) ¢ P-O (~1200-900

cm™) forte e o estiramento livre - P=0 (~1300- 1250 cm™).
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Figura 4-13: Espectro IR do NTC funcionalizado com Alendronato de sédio

Provavelmente a ligacdo do alendronato ocorre covalentemente, pois durante a
funcionalizagdo ¢ utilizado o cloreto de tionila que se liga a carboxila adicionando
um atomo de cloro a este grupo. Como o cloro ¢ um bom abandonador, o fosfato o
substitui na ligagao.

A analise por espectroscopia Raman mostra na figura 1-14 que os espectros
dos NTC funcionalizados com alendronato de so6dio apresentam algumas diferencas.
As baixas freqiiéncias, o modo de respiragio radial nio pode ser mais observado. No
espectro em alta freqiiéncia pode ser observado alargamento na banda G e aumento
na banda D que se une a banda G. Isto mostra que houve mudancgas estruturais dos

NTC como o aumento de defeitos pelo processo altamente reativo.
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Figura 4-14: Espectroscopia Raman de NTC funcionalizados com alendronato.

Como foi visto a funcionalizagdo dos NTC com alendronato de sodio € viavel,
onde ha grupos fosfonicos ligados a sua superficie.

O efeito biologico principal dos fosfonatos é representado pela inibicdo da
reabsor¢ao 6ssea. O mecanismo exato de acdo do alendronato ainda nao ¢ totalmente
conhecido, mas ele parece ter dois mecanismos principais de a¢do: em primeiro
lugar, o alendronato se liga fortemente aos cristais de fosfato de calcio, inibindo,
assim, a formacdo, a agregacdo e a dissolu¢do dos cristais. Apesar disso, o
alendronato ndo apresenta o efeito indesejavel de alguns outros medicamentos de
inibir também, a mineralizacdo do osso normal. Em segundo lugar, o alendronato
agiria como inibidor da reabsor¢do Ossea através de uma ligacdo direta sobre a
geracdo e/ou sobre a atividade dos osteoclastos.

Portanto, o alendronato melhora a rigidez do osso através de sua ligagdo com
os cristais de hidroxiapatita. Ao mesmo tempo, ¢ também capaz de interromper a
atividade aumentada dos osteoclastos, diminuindo, assim, a reabsorgdo 0ssea.

De posse destes resultados e sabendo da capacidade de solubilizacdo destes
nanotubos, foi possivel utilizd-los na producdo de biocompdsitos estes NTC que

serdo relatados nos proximos capitulos.

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



100

4.4.0uro

O ouro é um bom ligante para moléculas contendo tiol pela afinidade do
enxofre com ouro. Verificamos que alguns fosfatos comerciais tinham uma cadeia
tiol em uma das extremidades da molécula, e por este motivo, viemos a decorar os
NTC com ouro. O processo mais eficiente para esta decoragdo realizada no nosso
laboratério foi inspirado no trabalho de Michael Faraday® que fez nanoparticulas de
ouro em 1857, as quais estdo suspensas, sem qualquer deposito perceptivel até os
dias de hoje no museu de Londres. Faraday faz a suspensdo coloidal de ouro através
de reducdo lenta de acido clorodurico, HAuCls por meio de agente redutor como, por
exemplo, hidrazina, N,H4. Acrescentando os NTC a este processo de produgdo de
nanoparticulas obtivemos um segundo processo inovador, o de decoracdo de NTC
com particulas de ouro. Neste processo sdo colocados 12 mg de NTC purificados em
recipiente com 20ml de agua destilada. Estas s@o colocadas sob agitacdo e s@o
adicionados 50mg de cloreto de ouro hidratado e 0,2 ml de hidrazina. Esta mistura
permanece sob agitacdo constante por no minimo 6h e¢ é posteriormente filtrada e
lavada para retirar particulas ndo aderidas aos NTC e secas.

Este processo pode ser assim esquematizado:

e e =
- Clorato e Tianila 1r Ayuprssniar | 4 r— 1o - I
. . _ endronalo oe sooin Lavar
- CO0M e -
CMT- GO0 O am Wy H temparatuea para o &g e 1200 por 1200 Filitrar CHT-F
vl 2h LAl ol I, I
e it et e
_______ ——
1 CXMF | Sob agilagho constanis

Litrasorm
1 damin |

Apos o procedimento de funcionalizagdo com nanoparticulas de ouro podemos
observar por AFM que os NTC se organizam em feixes, onde ¢ possivel observar que
0os NTC apresentam ao longo de seu comprimento nanoparticulas de ouro e alguns
aglomerados os quais foram identificadas por EDX. Os aglomerados se formaram
principalmente devido a forma de secagem dos nanotubos dispersos, e também de

excesso de nanoparticulas de ouro na solugéo.
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Figura 4-15: AFM dos NTC decorados com ouro

A espectroscopia Raman mostra que os NTC funcionalizados com ouro nao
possuem RBM. Na banda G pode ser observado alargamento e na banda D h4 um
aumento fazendo com que estas duas se unissem, esta caracteristica pode sinalizar a
amorfizacdo da amostra e mudancas superficiais dos NTC pela adicdo de

nanoparticulas na parede dos NTC.
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Figura 4-16: Espectroscopia Raman dos NTC decorados com ouro.

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



102

Pesquisas na fabricacdo de nanotubos decorados com nanoparticulas metélicas
vém sendo realizadas, e estas exibem propriedades cataliticas existentes somente
quando possuem dimensdes inferiores a ~2 nm. Nanoparticulas de ouro e platina
podem crescer em nanotubos funcionalizados com grupos carboxilicos® através dos
sais de HAuCl4 e¢ HPtCl6 respectivamente. Estes materiais podem ser aplicados
como catalisadores, dispositivos eletronicos, sensores de gas, marcadores bioldgicos

, . . 7.8,9,10
e veiculos radioterapicos”™”

e como agente de funcionalizacdo conjugada para
fosfonatos contendo tiol.

Outra promissora funcionalizacdo para usos biolégicos ¢ a amodnia ora por sua
facil execugdo, ora pela funcionalidade do grupo NH adsorvido na superficie dos
NTC. Na proxima secg¢do sera descrita as principais caracteristicas desta

funcionalizacao.

4.5.Hidréxido de amonia

A funcionalizacdo com hidroxido de amoénia (NH4OH) é um método facil e
rapido para dispersdo de NTC em agua. Este método ¢ original e nos possibilitou
redigir um artigo que serda em breve publicado. O procedimento para a
funcionalizagdo com NH4OH ¢ muito simples: o p6 de NTPS purificado é disperso
em uma solu¢do de NH4OH e ultrasonificador por 2-3 minutos. Depois disso, a
solucao ¢ seca. Os NTC funcionalizados podem ser dissolvidos novamente em agua,
formando uma solug¢do que ¢ estavel por mais de seis meses sem significante

precipitagdo de material. Como esquematizado abaixo:

- — L _._._.. ..
[ | . 1 [ 1

CNT-Purificado  [— NH,OH+H 2(:_’2 Filtrar
I yltrasom 3min Lavar | | |

A adsor¢do deste tipo de molécula sobre o NTC ainda ndo ¢ totalmente
conhecida. Jing Lu'' diz que as interagdes destas moléculas com os NTC dependem
de sua estrutura eletronica e que devido a grande interagdo dos NTC metalicos com a
molécula de NHj, as ligacdes sdo mais fortes nestes do que em NTC semimetalicos
quando, comparados a tubos de mesmos didmetros. Outro dado observado pelo autor
¢ que as ligacdes com hidrogénio dominam em relagdo as ligagdes com nitrogénio

nos NTC.
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Figura 4-17: NTC funcionalizado com amdnia

A figura 4-18 mostra fotos de solugdes preparadas com NTC antes e apos sua
funcionalizagdo com amoénia onde a figura 4-18a mostra os NTC antes de
funcionalizar, a figura 4-18b mostra os NTC funcionalizados com amoénia e a figura
4-18c mostra os NTC desfuncionalizados. Todas as solugdes estdo estaveis ha
aproximadamente 6 meses e ndo ha indicio de precipitacdo consideravel nos NTC
funcionalizados com amoénia. Na figura 4-18 (c¢) pode ser notado que os NTC estédo
precipitados, isto ocorre apos os nanotubos funcionalizados sofrerem aquecimento a
150°C. Este fendmeno pode ser explicado pela reversibilidade de algumas
funcionalizagdes quimicas, isto é os grupos funcionais sdo extraidos dos NTC por
energia térmica. E assim os NTC ndo podem ser mais suspensos em agua. Este teste
foi realizado para verificar se a ligacdo entre os NTC e a amodnia ¢ covalente ou ndo
covalente, se a ligacdo fosse covalente ela iria precisar de temperaturas mais

elevadas para retirar os grupos funcionais dos NTC.

Figura 4-18: NTC em &gua a) purificado, b) funcionalizado com aménia, ¢) o anterior

com tratamento térmico a 150°C.

De acordo com as imagens de AFM para esta amostra (figura 4-19) pode-se
concluir que os NTC funcionalizados com amonia apresentam comprimento de

aproximadamente 3 gm. Uma caracteristica importante em nosso processo € que este

tipo de funcionalizacdo ndo cria defeitos nas paredes dos NTC. A funcionalizagdo
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ndo ¢ oxidativa o suficiente para haver picotamento por ocorrer em temperatura
ambiente com reacdo com reagentes com concentracdes nao estequiométricas.

As analises de microscopia de for¢ca atdmica apresentam imagens tipicas de
NTC sobre substrato, esta indica que os NTC funcionalizados com aménia (NHj;-
NTC), ndo conseguem formar uma suspensdo de nanotubos isolados, eles se
apresentam em pequenos feixes de 4,5 nm de didmetro, que corresponde a feixes de
dois ou trés nanotubos.

A dispersdao NH3-NTC em 4dgua ¢ em torno de 0,4 mg/ml. O método simples
sendo sempre possivel obter uma alta solubilidade comparada a outros métodos como
o de carboxilacdo que esta em torno de 0,5 mg/ml. Esta funcionalizacdo ¢ de grande
interesse para aplicacdes bioldogicas uma vez que os NH3;-NTC permanecem em

solucgdo estavel em tampdes e em agua.

Y
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0 1.00 2.00 Mumber of samples 256
Image Data Height
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picfuncionalizado. 000

Figura 4-19: AFM de NTC funcionalizado com hidréxido de aménia.

Os espectros Raman antes e depois da funcionalizagdo com amonia ndo
apresentam diferencas significativas. O fator de qualidade variou em torno de 3%
pelo pequeno aumento na banda D.

O espectro de infravermelho dos NTC funcionalizados com amodnia (figura 4-

20) mostra vibragoes referentes aos modos de vibragdo da molécula NHj;.
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Figura 4-20: Espectroscopia IR NTC amo0nia e ap6s tratamento térmico.

Os picos em torno de 2900 cm™ sdo atribuidos ao grupo C-H, e os picos 1090
cm™ do estiramento do C-O. Os picos ~3137 cm' e ~3447 cm™ referentes a

! refere-se a

deformagdo assimétrica vl e v3 da molécula NH;. O pico ~1630 cm’
modo deformagio v2, e o pico em 1384 cm’' refere-se ao modo umbrella v4 da
amonia.

A Tabela 4-lcompara o resultado obtido pelos NTC adsorvidos por géas
amoéOnia e por solugdo. Estes dados foram retirados de um trabalho experimental
realizado por Ellison et al.'? onde foi realizado a adsor¢io de NH; em NTPS. Neste
trabalho, o autor relata a interagdo de molécula de NH; na fase gasosa com os
nanotubos de carbono a temperatura ambiente. Este experimento ndo parte do mesmo
esquema de funcionalizacdo, mas, ele pode mostrar como ocorrem as interacdes do
gas NHj3 com os NTC purificados. O seu experimento consistia em colocar os NTC
em atmosfera rica em NH; a temperatura ambiente e simultaneamente fazer medidas
de espectroscopia na regido do infravermelho.

A posicdo dos picos obtidos na funcionalizagdo via solugdo € consistente com
as adsorgdes do gas NHj;. Os picos sdo similares ao gas a menos do modo sombrinha.
No entanto, as freqiiéncias observadas em nosso caso foram deslocadas quando

comparado a fase gasosa deste gas adsorvido nos NTC.
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Tabela 4-1: Freqiéncias de vibragdo do IR da molécula de aménia

NTC NTC (gas Fase C60" Benzeno'”
(NH4OH) ads)12 gasosa12

v3 3367 3318,3249 3414 3354 3145
(estiramento
assimétrico)

vl 2925 3205, 3156 3337 3336 3222
(estiramento
assimétrico)

L2 1604 1618 1627 1616 1728
(deformagao)
v4 (umbrella) 1363(?) 1248 968, 932 1132 1282

O tipo de ligagdo quimica entre os NTC e o grupo funcional é um
questionamento por vezes de dificil solu¢do. No caso da amoénia ha um forte indicio
de que as moléculas de amonia estdo adsorvidas na parede dos NTC sendo, portanto
uma ligacdo ndo covalente, uma vez que o processo de funcionalizagdo ¢é reversivel a
baixa temperatura. Isto nos d4 uma no¢do que a ligacdo entre o grupo funcional e os
NTC ocorre com poucos eVs, o que pode ser considerado como uma interagcdo de
Van der Walls. Os espectros de Infravermelho apds aquecimento ndo mostram os
modos de vibragdo correspondentes a amonia.

As moléculas de amodnia, como foram discutidas anteriormente, deve a sua
adsor¢do ao tipo de tubo, em nosso caso provavelmente a molécula de NH; interage
com a superficie do NTC através do H uma vez que o modo umbrella encontra-se

deslocado da vibragao normal deste modo como indicado na Tabela 4-1.

4.6.L-alanina

A L-alanina é um aminoacido neutro que forma parte do codigo genético.
Estas sdo encontradas em altas concentragdes no tecido muscular, sendo o
aminoacido mais usado na constru¢do de proteinas por meio de ligagdes peptidicas.
Nos musculos, a alanina é convertida em glicose e ajuda a sintetizar actlcares
podendo controlar o nivel de glicose no sangue em pessoas com hipoglicemia.

A alanina é usada como fonte de energia em musculos, cérebro e sistema
nervoso central, sendo capaz de estimular a produgdo de anticorpos e de reduzir o
nivel de colesterol. A presenca deste aminoacido em NTC pode ser muito importante
para controle de funcionalidades musculares por serem capazes de ultrapassar as

membranas celulares.
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A funcionalizagdo de NTC com aminoéicidos ¢ também importante para a
inclusdo dos NTC em meios bioldgicos e sua aplicagdo estd sendo implementada
principalmente em transfeccdo celular. Os aminoacidos mais utilizados para
biofuncionalizagdes sdo a biotina e a streptavidina e tem sua aplicagdo vinculada a
ligagdes de medicamentos a estes aminoacidos, fazendo-os capaz de entrar nas
células, fato que ndo ocorre sem a presenca dos NTC.

A funcionalizagdo de NTC com L-alanina ¢ uma funcionalizagao inédita. A
mesma ¢ realizada por refluxo de 500 mg de NTC-COOH suspensos em 100 ml de
DMF com 250 mg de L-alanina. Esta mistura é aquecida a 180°C sob agitagdo
constante por 72h. Depois deste periodo, o baldo volumétrico, onde ¢ feito o refluxo
¢ deixado em repouso para precipitar os NTC e o DMF, agora com tom terra (marrom
avermelhado ou amarelado), ¢ removido ¢ o material precipitado é levado ao sistema

de filtragem PTFE com filtros com poros de 0.45 gm. Os NTC sdo lavados por varias

vezes, primeiro com alcool (pelo menos 50 ml) e posteriormente com &agua
deionizada até que o pH esteja em torno de 7 A completa eliminacdo da L-alanina
livre é feita através desta lavagem com agua deionizada, uma vez que a alanina ¢
soluvel em 4gua. Finalmente o material é removido do filtro e seco a temperatura
inferior a 60°C por aproximadamente 72h.

Este processo pode ser sistematizado desta forma:

st I i |
i 1 DrF Refiuxo 20070 Filtrar -

T | — - L-al

CMNT- COOH — L-alanina |— ultrasem 20min [ por 72h ' Lavar i CMT- L-alanina

(B e

A alanina provavelmente se organiza estruturalmente pela adsorcdo através dos
atomos de hidrogénio do grupo amino existente na molécula.

Os NTC funcionalizados com L-alanina podem ser suspensos em agua com
utilizagdo ultra-som para uma suspensdo homogénea. A solubilidade dos NTC esta
diretamente ligada ao grupo funcional adicionado a ele. Entre todas as
funcionalizag¢des realizadas e relatadas neste trabalho a L-alanina é o melhor
dispersante, com uma concentragao de saturacdo de 0,8 mg/ml.

No espectro infravermelho podem ser visualizados os modos de vibragdo do
grupo funcional. A figura 4-21a mostra o espectro dos nanotubos carboxilados onde
0 pico em ~1720 cm™ indicam o estiramento C=0 de grupos carboxilicos, o pico em
~1380 cm’' indica deformagdo C-H ou modos fénons dos NTC. Os espectros

mostrados nas figura 4-21 (c) e (b) ilustram os espectros dos nanotubos
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funcionalizado com L-alanina e cristais de L-alanina respectivamente. Quando
comparados, verifica-se que houve o deslocamento de nos picos que se referem aos
modos de vibragdo de estiramento e deformacdo do N-H. Antes da reagdo de
funcionalizagdo com L-alanina, os picos indicavam o estiramento NH e a deformacédo
NH em 3436 cm™ e 1620 cm™ respectivamente. Depois da reagio, o espectro indica
os picos correspondentes em 3422 cm™ ¢ 1618 cm™'. Estes resultados podem indicar
que a funcionalizacdo com a molécula da L-alanina causada pelo refluxo com DMF

; 1
provavelmente se conecta aos NTC através do grupo amina 3

1 C
N NH NH
b stretching bending

Transmitancia (u.a.)

3000 2000 1000

nimero de onda (cm™)

Figura 4-21: Espectroscopia IR da a) NTC carboxilados, b) L-alanina e ¢c) NTC com L-
Alanina
Quando comparados os espectros Raman do nanotubos carbono com os NTC
funcionalizados com L-alanina verifica-se que ndo houve mudancas significativas
entre os espectros. Os espectros permanecem semelhantes sem deslocamentos ou
alargamento de linha. Os resultados obtidos por IR indicam com certeza a presenga
da L-alanina, porém ndo ¢ possivel inferir como ¢ a interacdo da molécula de L-
alanina com os NTC ou se existe somente uma mistura fisica entre os dois materiais

com a existéncia de L-alanina livre nos NTC. Quando ha interagdo quimica ocorrem
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deslocamentos significativos dos picos ou mesmo o surgimento ou desaparecimento
de um pico nos espectros de IR.

No caso da L-alanina, a microscopia de forca atomica mostra que o0s
nanotubos se organizam em pequenos feixes de 3 a 6 NTC apos preparagdo da
amostra. Estes feixes podem ser originados na secagem do substrato quando o
solvente se evapora. Durante a secagem ¢ possivel observar o agrupamento dos

nanotubos pela aglomeracdo da solugdo negra sobre o substrato.

Fit Lins oy Avoa

Figura 4-22: AFM de nanotubos funcionalizados com L-alanina.

Apds o procedimento de funcionalizacdo foi observada por microscopia
eletronica de varredura que os NTC se organizam em feixes e em forma de pequenos
novelos de dificil visualizagdo a baixas resolugdes. S0 ¢ possivel distingui-los nas
extremidades da amostra ou em partes dela onde ha alturas variadas formando uma

espécie de fenda.

1 pm — 5 ———— 0.5 pm

s s

Figura 4-23: MEV de NTC funcionalizados com L-alanina.
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E importante salientar que a funcionalizagio com L-alanina ndo é factivel com
nanotubos somente purificados, ela depende de um grupo funcional como a carboxila
para interagir quimicamente e preferencialmente pela parte amina da molécula da L-
alanina. Este resultado foi comprovado com calculos teoricos realizados na
Universidade Federal do Ceara, pelo Professor Valder Nogueira Freire ¢ sua equipe.

[lustrados pela figura 4-24.

d

Figura 4-24: Foto de parte da simulacdo da interacdo entre a) NTC e L-alanina e b)
NTC-COOH e L-alanina

Esta simulacdo indica que a atragdo da L-alanina pela carboxila ¢ intensa e
ocorre pela fragdo amina da molécula. O mesmo ndo ocorre com os NTC purificados
onde a molécula de L-alanina ndo interage com o tubo. Com estes resultados
podemos concluir que a alanina esta ligada a carboxila dos NTC-COOH e que nao
existe interagdo direta entre os NTC e a L-alanina.

Finalmente, embora o mecanismo preciso de unido dos grupos funcionais as
paredes dos NTC ndo esteja completamente entendido, estd claro que a presenca de
da alanina associada aos NTC inibem sua aglomeracdo, ¢ permitem sua dissolugéo
relativamente alta em agua. Os limites de solubilidade obtidos s3o maiores do que a
solubilidade dos NTC-COOH, este ¢ um outro indicio da interacdo entre estes dois

materiais.
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4.7.Nanotubos de carbono- RNA INF24

As funcionaliza¢do com seqiiéncias de aminoacidos formando DNA, RNA ¢
fragmentos destes vém sendo amplamente estudadas. O DNA, por exemplo, tem sido
utilizado em sensores de glicose'® e transporte intracelular'’.

O RNA.INF24 ¢ um oligonucleotidio sintetizado(5'-ATG AGT GCT TCA
TCG CAG CAG CAG-3" ( Inf24 S)) capaz de inibir a germinag¢do de fungos do
feijdo. Para que ele atue na inibicdo de proliferacdo ¢ necessario injeta-lo dentro das
células do fungo. A funcionalizagdo dos NTC com este oligonucleotideo possibilita a
um processo de autoinje¢do deste inibidor de germinag¢do nos fungos. O processo de
autoinjecdo ¢ similar ao de transfec¢do celular, isto é, o oligonucleotideo atravessa a
membrana celular, porém neste caso, ndo a mudanga funcional da célula.

A funcionaliza¢do ocorre de forma similar a dos DNA ou RNA onde a
seqiiéncia é enrolada ao NTC'®. A microscopia de for¢a atdmica mostrou que o
fragmento de DNA funcionalizou os NTC, enrolando-se nele. Na figura 4-25
podemos verificar que varias fitas de DNA se enrolaram aos NTC ora pelo angulo de
enrolamento ora pela topografia que se apresenta com uma variagdo sinuosa em
relagdo a altura dos NTC. Esta variacdo esta em torno de 0,7nm altura entre o DNA ¢
os NTC. O diametro total dos NTC funcionalizados é aproximadamente 3,6 nm,
acreditamos que esta imagem ¢ uma das poucas sendo a Unica imagem que mostra
claramente o enrolamento do seguimento de DNA sobre os NTC.

Esta funcionalizagdo foi realizada com a colaboracdo do professor Ari Corréa
e seu aluno de Doutorado Leonardo Rodrigues, sendo que o estudo da funcéo

biologica deste material em fungos de feijao faz parte de sua tese.
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Figura 4-25: AFM NTC funcionalizados com oligonucléicos.

Na espectroscopia Raman nao é possivel observar modos vibracionais a baixas
freqiiéncias e as altas freqiiéncias a banda D e¢ a banda G tiveram a intensidade
decrescida, a linha de base deslocada e a largura aumentou consideravelmente. Este

sinal foi adquirido de NTC incluso na célula apos autoinjecéo.
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Figura 4-26: Espectro Raman dos CNT funcionalizados com o oligonucléico Inf24.

Na espectroscopia na regido do infravermelho podemos observar dois
espectros: o espectro do inf s 24 e o espectro dos NTC-COOH funcionalizados com o
inf s 24. Na figura 4-27 podemos ver trés bandas na regiio 1000-1700 cm™', com o
pico em 1105 cm™', correspondendo a ligagio C-O, vérios picos na faixa de 1621-
1673 cm™', correspondendo 4 ligagio C=C e a banda em 1357-1421 cm’', indicando a
presencga de grupos C=0 ou vibragdes C-H deformacdo no plano. A presenga de um
pico em 2931 cm™' ¢ caracteristico de vibragdes de estiramentos O-H.

No espectro dos oligonucleotideo inf s 24, os picos em 3196-3330 cm’’,
correspondem ao grupo hidroxila (estiramento O-H). Picos em 2880-2950 cm™
correspondem a vibracdes C-H simétrico/assimétrico (sym/asym) para o grupo metil
(-CH3). Absor¢do na regido de 1677-1720 cm™ indica a presenca de grupo carbonila
(C=0), embora o pico em 1658 cm™' corresponda a vibragdes do tipo C=C. As bandas
1550-1648 cm™' correspondem & curva N-H presente no grupamento amina primaria e
secundaria ou estiramento C=C-N.

As vibragdes na regido 1500-1571 cm’', usualmente indicam um anel
aromatico. Absor¢des nas regides de 1440-1490 cm’ e 1369-1390 cm’
correspondem, respectivamente, a vibragdes C-H assimétrica e curva simétrica do
grupo metil (-CH3). As vibragdes nas regides 1236-1344 cm' e 782-829 cm’
correspondem ao estiramento P=0O fosfatos organicos ¢ a ligagdes P-O-C. Os picos
em 1222-1224 cm’' correspondem ao estiramento C-O. Absor¢do em 1089 cm’

corresponde a vibragdes C-O para alcool secundario, e em 1020-1062 cm’
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corresponde ao estiramento C-H e amina primdria. As absor¢des nas regides 871-973
cm’', 838-856 cm™ e 667-734 cm™' correspondem a C-H deformagio fora do plano. E
a regido entre 667-734 cm™' ¢ 838-856 cm™ corresponde a C-H fora do plano de

curvatura de um anel aromatico.
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Figura 4-27: Espectroscopia IR NTC INF

Comparando os dois espectros verificamos que houve um aumento na
transmitdncia relativa ao modo de vibragio N-H em 1600 cm™' ¢ um pequeno
deslocamento nas vibra¢des nos modos referentes a C-H assimétricas em 1440-1490
cem™ e 1369-1390 cm™', indicando a interacdo entre as moléculas.

Este método também ¢é inédito do laboratorio de nanomateriais e evidéncia
que, mais do que nunca, devem-se procurar métodos de baixo custo, simples e que
ndo apresentem grande periculosidade, por mexer com dacidos fortes em altas
temperaturas. Este trabalho foi executado gracas a colaboracdo com o Professor Ari
Correa, que estuda o desenvolvimento e proliferagdo de fungos do feijao a fim de
elimina-los.

Em conclusdo, a funcionalizacdo com oligonucleotidios ¢ viavel e capaz de

promover a autoinjecdo em membranas celulares de fungos causadores da ferrugem

de feijdo.
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4.8.Polissacarideos

A mais recente funcionalizacdo realizada neste trabalho ndo esta diretamente
ligada a aplicagdes bioldgicas. Os agentes funcionalizadores neste caso sdo os
polissacarideos goma ardbica e de cajueiro. A goma arabica ja foi relatada na
literatura com um 6timo dispersante de NTC. Como ambas as gomas sdo semelhantes
estruturalmente, entdo realizamos um trabalho utilizando varias gomas como agente
funcionalizante de NTC, No momento esta sendo elaborado um documento de patente
para depdsito no INPI da funcionalizagdo dos NTC com a goma de cajueiro, matéria
prima tipicamente brasileira. Este trabalho contou com a colabora¢do do Professor
Valter, da UFC.

Esta dispersdo ¢ de suma importancia para aplicagdes de NTC, uma vez que a
combinac¢do da propriedade fisicas destes com as dos polimeros abrem um campo de
estudos e aplicacdes em dire¢do a uma nova geracdo materiais inteligentes.

As gomas sdo conhecidas como substincias quimicas de elevado peso
molecular, hidrofilicas, com propriedades coloidais, produzindo, em solventes,
suspensoes altamente viscosas, com fungdes espessantes, gelificantes, emulsificantes,
estabilizantes e aglutinantes'’. A goma de cajueiro substitui a goma ardbica para
aplicagdes como cola de papéis, nas industrias farmacéuticas como revestimento ou
aglomerante de pastilhas, para uso em qualquer tipo de animal por ser indcua a
saude. Também podendo apresentar-se como poderosa cola de madeira quando
misturada a agua com ac¢do fungicida e inseticida. A goma de cajueiro é também
utilizada na industria alimenticia, como na fabricacdo de sorvete, onde atua como
emulsificante evitando a cristalizagdo da cauda de aglcar e seu derretimento rapido,
na fabricac¢do de cerveja, onde é utilizada para estabilizagdo da espuma.

Essas modificacdes organicas englobam longas cadeias de alquilas, polimeros,
reacdes de radicais, entre outras, que possibilitam a obtencdo de nanotubos
funcionalizados. Estas ligacdes podem ser do tipo covalente ou Van der Walls,
eventualmente resultando em uma boa dispersdo em varios solventes.

A funcionalizagdo com a goma ¢ feita por meio de mistura soluto solvente.
Primeiro é feita uma solug¢do da goma com o solvente que pode ser dgua, glicerina,
alcoois em geral. O nanotubo de carbono purificado ¢ misturado a solugao anterior na

concentracdo desejada. A concentracdo em uma solucdo de NTC na solucdo pode
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variar de zero a 100 vezes em relacdo a massa da goma. A solugdo ¢ feita com a
mistura de todos os reagentes em temperatura ambiente com variagdo de 18 a 40°C
em agitagdo constante por meio de agitadores magnéticos, ultra-som ou agitacdo
mecéanica. A forma de agitagdo influéncia na homogeneizac¢do da solucdo, sendo que
o meio mais eficiente é o ultra-som. O tempo de agitagdo normalmente utilizado para
a funcionalizacdo ¢ 30 min. Apo6s o término do intervalo de agitacdo, a solucdo ¢
colocada em repouso por um tempo de no minimo de 6h para que precipite a goma e
NTC. A precipitagdo ocorrerd somente se a solucdo estiver saturada. Outra forma de
retirar os residuos ¢ via centrifugacdo. A solugdo ¢ levada a centrifuga a 2000 RPM
por 30 min, onde duas fases se distinguem. Uma delas é a suspensdo e outra o
residuo, permanecendo entdo uma solucdo suspensa homogénea de concentracdo nido
definida.

O armazenamento destes nanotubos funcionalizados ndo necessita de cuidados
especiais como ficar em atmosfera inerte ou em dessecadores. Estes podem ser
guardados de forma seca ou em solugdo, em recipientes fechados. Para o
armazenamento dos NTC funcionalizados com gomas em forma seca, a solucio
preparada deve ser colocada em estufa com temperatura em torno de 60°C para
secagem lenta, de outra forma eles aglomeram ¢ se tornam dificeis de ressolubilizar.
As funcionalizagbes podem ser identificadas por espectroscopia na regido do
infravermelho. Os polissacarideos de uma maneira geral ndo sdo de facil
identificagdo principalmente se ndo sabe a sua origem e o método de preparagdo
passo a passo. Ja é conhecido que existe uma banda bem evidente em 1740 cm
usualmente identificada como ligagdo dupla C=O atribuida a grupos carboxilicos'®
Em gomas de vegetais esta banda corresponde a alguns acidos glucurdnicos presente
nas moléculas.

Existe em comum alguns troncos que apresentam acido urénicos (mondmeros)
e nestes podem ser observados também picos distintos em 3600 até 3200 cm™, e de

1300 até 1000 cm™".
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Figura 4-28: IR de polissacarideos, goma arabica, NTC funcionalizado com goma
arabica e com goma de cajueiro.

A andlise por espectroscopia Raman mostra que os NTC funcionalizados com
goma ardbica ndo apresentam RBM. No espectro em alta freqiiéncia ¢ observado um
alargamento na banda G e aumento na banda D. Comparando estes dados com do IR
¢ possivel afirmar que houve funcionalizacdo. O artigo de solubilizagdo de NTC com
goma arabica' diz que os nanotubos sdo envolvidos um a um pelo polissacarideo

fazendo uma solugdo de alta dispersao.
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Figura 4-29: Espectro Raman de NTC e NTC funcionalizado com goma Arébica

Para efeito de comparagdo a solubilidade de NTC foi medida para diversas
gomas como a arabica ¢ a de cajueiro com e sem carboximetilagdo e¢ a dextrana,
gomas estas utilizadas na Universidade do Ceara. Podemos observar que as gomas
associadas aos NTC tém solubilidade em média 9% maior do que as gomas puras
(figura 4-30). Sendo que esta variacdo para a goma arabica, dextrana, goma de

cajueiro carbomexilada e goma de cajueiro sdo respectivamente 18,16,12 e 5%.

4,50

O goma arabica
4,25 O dextrana

B goma cajueiro carbomexilada
4,00

O goma cajueiro

solubilidade com CNT(g/l) solubilidade(g/l)

Figura 4-30: Grafico comparativo de solubilidade entre polissacarideos com 5% de
NTC
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Quando ha variacdo da quantidade de NTC na goma ardbica para
funcionalizagdo, a solubilidade também sofrer variagdo. A figura 4-31 mostra duas
colunas de solubilidade, onde a primeira corresponde a massa de goma mais NTC ¢ a
segunda o quanto de material ficou soluvel em agua. Percebemos que quanto maior a
quantidade de NTC menor a solubilidade. Provavelmente isto ocorre devido a
separacdo de materiais insoliiveis da goma arabica ou a formagdo de aglomerados

mais densos que se precipitam.
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c
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X
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goma nt6% nt12% nt19%
arabica

Produtos

Figura 4-31: Grafico comparativo de solubilidade de goma ardbica com quantidade
diferenciada de NTC.

Com estes resultados verifica-se que os polissacarideos sdo de uma forma
geral bons dispersores de NTC, onde a mistura destes materiais pode causar
interferéncia na solubilidade. Quando sdo feitos filmes desta mistura, eles tém grande
resisténcia a abrasdo, n3o mesurada em nossos estudos. A goma de cajueiro
carboximetilada, (processo realizado pela equipe do professor Valder da UFPE) tem
solubilidade em torno de 6% menor do que na goma arabica e a goma de cajueiro
primitiva ¢ em torno de 13% menos solivel do que a goma arabica. Entre as gomas
de cajueiro esta diferenca esta em torno de 7%, com isto, verifica-se que o processo
de carboximetilada ¢ de fundamental importdncia na utilizagdo da goma de cajueiro
como dispersante de NTC.

Assim como foi realizada a medida de solubilidade das funcionaliza¢des com
gomas, também foram realizadas estas medidas para cada uma das funcionalizagdes

realizadas. Como est4 descrito na préxima secao.
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4.9.Solubilidade de nanotubos de carbono funcionalizados em solucéo
aquosa.

A solubilidade dos NTC com varias funcionalizagdes foi calculada utilizando
um método de secagem a baixa temperatura, utilizado para estipular concentracao de
solidos em solventes liquidos. Para realizar este procedimento ¢ necessdria uma
balanca de grande precisdo, cadinhos de cerdmica por reterem menos umidade e as
solucdes supersaturadas de NTC.

Cada solugdo foi feita com 10 mg de NTC por 1 ml de adgua. A solugdo foi
agitada em ultra-som por 20 min e deixada em repouso por um periodo de 8-10h para
que ndo houvesse influéncia da supersaturagdo nos resultados. O sobrenadante destas
solugdes, denominada  solugdo  saturada, foram retirados e medidos
volumetricamente, e¢ colocados nos cadinhos cerdmicos tratados termicamente. O
tratamento térmico dado aos cadinhos é necessario para eliminar vestigios de
umidade do mesmo. Para a secagem alguns procedimentos devem ser seguidos:

1. Devem ser utilizados recipientes de vidro ou ceramica; estes recipientes
devem ser colocados em estufa a 120°C, vazios, por 12h. e depois deste periodo
colocados em dessecadores até atingir temperatura ambiente. Eles deverdo ser
pesados e suas massas anotadas.

2. Um volume conhecido de solugdo deve ser colocado nestes recipientes que
deverdo ser novamente levados para a estufa a 60°C.

3. Quando secos a temperatura da estufa, estes devem ser elevada novamente a
100°C por 4h para garantir umidade préoxima de zero.

4. Os recipientes devem ser novamente pesados e suas massas anotadas.

5. As massas do cadinho s3o comparadas antes e depois da secagem e a
diferenca de massa corresponde a quantidade de soluto no solvente. No caso nosso
soluto sdo os NTC funcionalizados.

Para a utilizagdo dos nanotubos funcionalizados, geralmente a concentragdo da
solucdo ¢ de suma importincia. Esta pode ser definida secando a solucdo cuja
preparacdo foi descrita anteriormente. Este método ¢é 1til para saber a concentragdo
de solutos em solventes de quais quer solugdo, além de indicar a solubilidade
maxima em solventes. A solubilidade ¢é obtida seguindo os passos acima de

preparacdo da solug¢do sem utilizagdo de centrifuga. O armazenamento dos NTC
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funcionalizados deve ser em ambiente seco e¢ para tal devem ser colocados em estufa
com temperatura em torno de 40°C para secagem lenta. De outra forma, eles

aglomeram e se tornam dificeis de serem solubilizados.

Segue um grafico com as principais funcionalizagdes.

0.80- @ SWNT- L-alanina
SWNT-Acido nitrico e oxalico
0,60+ B SWNT-Hidroxido de amonia
SWNT-Acido Nitrico
0,407 O SWNT-Acido oxalico
0,20/ E MWNT - Acido nitrico
B SWNT-Alendronato de Sodio
0,00 5 ~ B SWNT-Picotado

solubilidade(g/l)

Figura 4-32: Grafico de comparacgao de solubilidade entre diversos NTC.

Entre os NTC funcionalizados soluveis em agua podemos verificar que a
maior solubilidade corresponde ao nanotubos funcionalizado com L-alanina. Os
nanotubos funcionalizados com acido oxalico com diferentes métodos se diferenciam
pelo poder de solubilizagdo de forma consideravel uma vez que os nanotubos
utilizando &cido nitrico durante sua solubilizagdo sdo 80% mais soliiveis que os que
utilizam apenas acido oxalico. A funcionalizagdo com hidréxido de amoénia também
se diferencia por ter uma grande solubilidade comparada as demais funcionaliza¢des
de método quimicos mais sofisticados como o de carboxilago.

As principais diferencas que podem ocorrer entre estas funcionalizagdes sdo: a
polaridade do grupo funcional, o tamanho da molécula que interage com os NTC, o
tipo de ligacdo (covalente, ou ndo-covalente), o nimero de grupos funcionais nos
NTC.

Porém, o mais importante para cada uma destas funcionaliza¢des ndo ¢ o
quanto elas sdo soliveis e sim as fun¢des que podem exercer na formagdo de novos

materiais ou aplicagoes.
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5. Nanotubos de carbono curtos.

O NTC tem sido alvo de muitos estudos e aplicagdes praticas, mas seu
comprimento de varios micros apresenta uma desvantagem em se tratando de
aplicacdes bioldgicas. Na busca por novos tipos de transportadores moleculares,
pesquisas mostraram a habilidade dos NTC de penetrar em células de mamiferos?,
revelando serem oOtimos agentes carreadores, principalmente quando em menor
comprimento, o que facilita sua penetragdo nas células.

Os primeiros indicios de picotamento dos nanotubos foram observados em
amostras que sofreram processos de purificagio em meio fortemente oxidante®.
Partindo deste pressuposto, mostraremos a investigacdo da ocorréncia de picotamento
nos NTC através de processos quimicos adotados, mais brandos.

O procedimento de corte dos nanotubos de carbono foi realizado a fim de
verificar a variacdo do comprimento dos nanotubos de carbono quando expostos a
determinados ambientes oxidantes.

Os nanotubos de carbono anteriormente purificados foram submetidos ao

seguinte procedimento:

T T T T T [ = T T T =

" NH,OH+H,0, | = _. | Centrifugag&o |
CNT-Purificado [ 4 22 L4 Filtraggo ——

I ultra-somB0min | | v I : 10KEPM

[, a4 === = e === =

NTC sintetizados por arco elétrico e previamente purificados sdo misturados a
uma solucdo de H,O,:NH4OH 10:1, ultra-sonificados por 1h e entdo filtrados para se
eliminar os reagentes. O processo de picotamento foi feito misturando-se 50 mg de
NTPS purificados a 50 ml de H,O, e 5 ml de NH4OH em temperatura ambiente. A
mistura ¢ entdo ultra-sonificada por 30 min e 1h a fim de se estabelecer uma relagédo
entre o tempo de sonificagdo e o comprimento dos tubos. Depois de ultra-sonificada,
a mistura foi filtrada através de poros de 200 nm e lavada completamente com agua
destilada. Os nanotubos picotados foram secos na estufa a 65°C. Através desse
processo, os NTC além de picotados, se mostram fracamente funcionalizados com
amonia.

Através de analises fisicas pode-se concluir que os NTC apresentam pequenos

comprimentos quando comparados aos NTC purificados. De acordo com a figura 5-1
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estas amostras apresentam comprimento médio de 200 nm, como pode ser visto na e

possuem distancia vertical de 1,2 nm como mostrado na inser¢do desta figura.

1.00 nm
- 8.0 nm
-
i
0545
o 4.0 nm
o
<.
0.50 & 0.0 nm
| i
0.50 0.75

m
Surface distance 25.534 nm
Horiz distance(L) 25.4390 nm

vert distance 1.292 nm
Angle 2.901 °
Digital Instruments NanoScope
Scah size 1.004 pm
Scan rate 1.606 Hz
a Mumber of samples 5

0 0.25 0.50 0.75 1.00 Image Data Height

Data scale 8.000 nm

nanotubopic+. 007 HY

Figura 5-1: Imagem de AFM de NTC-COOH picotado

A funcionalizagdo destes NTC picotados com amodnia ¢ realizada com os
mesmos reagentes usados para o picotamento, seguindo o seguinte procedimento: 30
mg destes NTC s@o misturados a 30ml de NH4OH e 3 ml de H,O, e ultra-sonificados
por 15 min. A mistura é entdo filtrada e lavada completamente com agua destilada.
Feito isso, os NTC ficam funcionalizados e podem ser facilmente dispersos em agua.

Uma variante do processo de picotamento ¢ a utilizagdo de NTC ja
funcionalizados, por exemplo, os nanotubos funcionalizados com carboxila. Estes
nanotubos além de ficarem altamente dispersos em agua, provavelmente apresentam
sitios de defeitos estruturais. Essas caracteristicas possibilitam o aumento da
reatividade do hidroxido de amonia, fazendo com que o nanotubo tenha um
picotamento mais eficiente. O processo de picotamento ndo altera a caracteristica
funcional inicial dos nanotubos de carbono desde que o agente picotador ndo tenha
afinidade quimica com o grupo funcional. Para realizar o picotamento devem ser
seguidos os mesmos procedimentos descritos anteriormente, como esta

esquematizado abaixo.
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Através da imagem de AFM, ilustrada pela figura 5-2 foi possivel distinguir
que o tamanho médio dos NTC-COOH picotados e sua altura sdo 50 nm ¢ 1,4 nm

respectivamente como pode ser visto na inser¢cdo desta imagem e na analise de perfil

topografico.
nm
9.0 nm e
4.5 nm O—JW
0.0 nm =
P | 1 1
' 0.50 0.75 1.00
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Surface distance 117.98 nm
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Digital Instruments ManoScope
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Figura 5-2: Imagem de AFM de NTC-COOH picotado

A diferenca entre os tamanhos médios obtidos com o processo de picotamento
para NTC funcionalizados e ndo funcionalizados deve-se, principalmente, ao fato de
que os NTC funcionalizados apresentam alta dispersdo e defeitos estruturais. Uma
vez dispersos em agua, os NTC funcionalizados ficam praticamente isolados na
solucdo, apresentando maior contato com o agente oxidante.

Através da espectroscopia Raman dos NTC carboxilados e néo
funcionalizados, ilustrado pela figura 5-3, observa-se que apos o picotamento dos
NTC ha uma alteragao na intensidade da banda D de desordem, localizada a 1350 cm”
! devido a induc¢do de defeitos estruturais ou abertura da extremidade dos NTC. No
entanto, permanecem inalteradas as vibragdes caracteristicas do RBM dos NTC,

1

localizado a freqiiéncias abaixo de 300 cm™ e ao Modo tangencial de vibragao,

correspondente as ligagdes C-C. Neste ultimo, ndo € possivel observar alargamento,
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que indica grande integridade estrutural dos tubos, apesar da adicdo de defeitos
indicados pela intensificagdo da banda D. Este resultado comprova que os NTC
curtos apresentam boa qualidade estrutural. E no espectro dos NTC-COOH picotados
ha uma grande alteragdo na intensidade da banda D, e ndo é possivel observar o RBM

nestes NTC.

1.5 NTC-COOH picotado

1g/l

1,0

intensidade

0,54

NTC picotado
1g/l

/L
T 7/ T 17T T 1T 71 71

T— T
200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

A 1
freqiiéncia Raman cm

Figura 5-3: Espectroscopia Raman NTC picotados Espectros Raman: NTC Carboxilado
picotado. e NTC picotado ndo-funcionalizado. As medidas formam feitas no p6 de NTC

Comparando os espectros dos dois NTC picotados, verificamos que ocorre um
grande aumento da banda D dos NTC carboxilados quando comparados aos NTC néo
funcionalizados. Isso se deve ao fato de que os NTC-COOH picotados sdo obtidos
com menor comprimento que os demais.

Para melhor caracterizagdo destes materiais foram realizadas analises de
espectroscopia na regido do infravermelho. Onde foi possivel identificar as
funcionalizagdes nos NTC apds processo de picotamento. Nos NTC picotados, pode-
se observar dos modos vibracionais dos grupos funcionais, como, por exemplo, os
estiramentos —CO (~1100cm™), -COOH ('1730 cm™"), estiramento do C-H (2900 cm’
" ¢ —OH (~3300-3500 cm™), deformagio assimétrica vl e v3 da molécula NH;
(~3137, ~3510-3380 cm™' e modo deformagdo v2 (~1650-1500 cm™ ) ¢ o pico em

1384 cm™' refere-se ao modo umbela v4. Nos NTC carboxilados picotados pode-se
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observar os modos vibracionais dos grupos funcionais, como por exemplo
estiramentos —CO (~1100 c¢m™), -COOH (‘1730 cm'). Nos NTC picotados
funcionalizados em relagdo aos NTC submetidos apenas ao processo de purificagdo
pode-se perceber o deslocamento do pico referente ao —OH (~3300-3500) cm™ ¢ a
variagio de intensidade dos picos —OH (~1740 cm') e do modo umbrella NH;
(~1400-1300 cm™).
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Figura 5-4: Espectroscopia IR NTC picotados

Através destes espectros verificamos que os NTC se funcionalizam durante o
picotamento, porém como sdo pouco soluveis devem possuir poucas moléculas
adsorvidas, quando estes NTC passam pelo processo de funcionalizacdo com amonia,
outras moléculas se adsorvem proporcionando aos NTC maior poder de
solubilizagdo. Os NTC-COOH que foram picotados apresentaram-se com
comprimento na ordem de 50nm e estdo funcionalizados principalmente com

carboxila e sdo altamente solGiveis em agua. Estes NTC sdo ideais para aplicagOes
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biologicas, por serem curtos e facilmente reagirem com medicamentos sendo possivel
efetuar transportes de substancias para dentro da célula, ou promover a transfec¢ao
celular. Um exemplo de transfeccdo sera relatado nas proximas secoes.

A mudanga na morfologia dos feixes de nanotubos apds o procedimento de
picotamento foi observada por Microscopia Eletronica de Varredura. Os NTC
maiores se organizam em feixes (figura 5-5a), enquanto os NTC picotados ndo
funcionalizados se aglomeram na solucdo aquosa. Os NTC com menor comprimento,
quando ndo funcionalizados, devem interagir mais fortemente uns com os outros por
interagdo de Van der Walls, uma vez que, quando picotados, apresentam maior
quantidade de extremidades hidrofobicas para o mesmo volume de nanotubos. Em
conseqiiéncia disso, ha uma intensificacdo das interagdes entre os NTC. Os NTC
picotados também sdo capazes de se entrelacarem como foi possivel observar durante
a centrifugacdo dos nanotubos ndo funcionalizados. Na figura 5-5 b e ¢ estes fios sdo
visualizados, sendo bastante resistentes a tracdo, porém ndo foi possivel medir o
valor desta, devido as dimensdes do mesmo. Geralmente, estes fios tém de 0.8 a 1.2
cm de comprimento e sdo formados durante a centrifugacdo com rotagdes de 7 kRPM
com duracdo de 30 a 45 min em tubos FALCON de 15 ¢cm. Em NTC picotados
carboxilados isso ndo foi visto, uma vez que os nanotubos apresentam aderidos a sua

superficie grupos funcionais que lhes conferem alta solubilidade em agua.

1"~pm” o e i, j: ", m
Figura 5-5: MEV a) nanotubos picotados, b) fio de NTC obtido por centrifugacéo, c)
ampliacédo de b.
A funcionalizacdo dos NTC picotados pode ser realizada em qualquer ordem,
isto ¢, ele pode ser picotado e posteriormente funcionalizado ou vice versa. A ndo ser
em casos que o grupo funcional reaja com quaisquer reagentes utilizados para o

picotamento. Um problema as vezes encontrado nestas amostras sdo residuos que
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podem permanecer apds o picotamento, sempre ¢ mais facil retirar impurezas dos
NTC longos, pois eles ficam sobre o filtro do sistema de lavagem.

Em sintese, ¢ possivel picotar NTC funcionalizados ou ndo com ataques
quimicos brandos. Os NTC purificados apds serem picotados apresentam-se com
grupos funcionais adsorvidos sobre sua superficie, os quais podem ser retirados por
tratamento térmico a temperatura de 180°C por se tratarem de NH; como ja foi
discutido no capitulo sobre funcionalizacdes. Esses NTC apos picotados também
podem sofrer processos de funcionalizagdo, porém devem ser evitados ataques muito
oxidativos para evitar eliminacdo completa desses NTC. Em alguns casos, a
funcionalizagdo pode ajudar no processo de picotamento, como é o caso dos NTC-
COOH, os quais apresentam comprimentos menores que os NTC purificados
picotados e podem ser solubilizados mais facilmente, possibilitando sua utilizagdo

em aplicagdes biologicas.
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6. Compdsito de NTC e colageno

Os compositos, como ja foi dito, sdo uma agregacdo de dois materiais
diferentes para a formacdo de um terceiro material distinto dos primeiros, podendo
ser mais resistente a impactos, tragdo, abrasdes, ataque quimico, entre outros. Os
compositos sintetizados com matrizes reforgcadas com NTC, como epdxi,
termoplasticos, gels, poli(metil metacrilato) (PMMA), poly acrilontrila (PAN) ¢
alguns outros polimeros, tém suas caracteristicas estruturais alteradas. Quando
iniciamos este estudo, nenhum artigo ou patente sobre compoésitos de colageno e
NTC havia sido divulgado. O primeiro e Unico artigo encontrado que divulgava esta
mistura foi realizado em Nova York por Rebecca A. MacDonald em 2005'. Este
trabalho mostra a sintese de um composito de NTC e coldgeno como matriz de gel
tridimensional para cultura de células. Em resumo, ¢ mostrado que os NTPS-COOH
sdo facilmente incorporados a matrizes de colageno tipo I ¢ que a presenca dos NTC
na matriz ndo afeta, significativamente, a compactacdo do gel, a viabilidade celular,
ou a proliferacdo de células. Os autores discutem em a possibilidade da criacdo dos
compositos de coldgeno e NTC para o uso em suportes para engenharia de tecido,
bem como outras aplicagdes biomédicas e, ocasionalmente, em aplicacdes nao
biologicas. Mostram ainda uma possivel interacdo entre o coldgeno e os nanotubos
baseados nas propriedades intrinsecas do colageno, mostrando que as células
produtoras de matrizes de colageno podem ser promotoras diretas de gelificagdo e
compactagdo, oferecendo possibilidade de produzir material com alinhamento e
anisotropia, inclusive dos NTC. Porém neste trabalho ndo foi realizado nenhum
experimento ligado a aplicagdes biologicas de osteointegragdo ou outras ligadas a
engenharia de tecido.

Nosso trabalho de biomineralizacdo de matrizes para reconstitui¢do 6ssea foi
baseado no trabalho de Bin Zhao e colaboradores”, ja citado no capitulo de
funcionalizagdo. Neste trabalho, os autores mostram a possibilidade de crescer
hidroxiapatita sobre nano estruturas de carbono e comentam que para uma aplicagdo
mais real de reconstitui¢do dssea, se faz necessario acrescentar uma matriz. Baseados
neste fato, criamos o composito com os nanotubos funcionalizados onde seria

possivel crescer estruturas similares a ossos, dando um importante passo no
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desenvolvimento de biomateriais. Esse biocompoésito além de induzir a osteogénese,
também teria suas propriedades melhoradas pelos CNT.

Os nossos primeiros experimentos com compositos de colageno ¢ NTC foram
feitos através da solubilizagdo do Colageno tipo I originario de cartilagem ovina
cedidos pela Universidade do Ceara, em colaboragdo com o professor Julio Gdes.

A solubilizacdo do colageno tipo I é feita por meio de acido acético para
quebra das ligacdes entre as hélices do colageno e posterior diluicio em agua.
Quando o colageno ¢ solubilizado, seu pH deve ser elevado até que esteja entre 6.5 ¢
7. Em solugdo basica, o colageno possui pré-disposi¢do a encadear, induzindo assim
uma transformacao sol-gel, tornando-se um gel.

O NTC suspenso, funcionalizado com COOH ou grupo fosfato (-P) ¢
acrescentado a solugcdo de colageno e levado em ultra-som por 10 min.
Posteriormente, parte da solugcdo deve ser evaporada e o restante passa por um
processo de liofilizacdo. O processo de liofilizacdo deste material composito consiste
de um congelamento em nitrogénio liquido, seguido de uma lenta etapa de retirada de
solvente por sublimagdo assistida por vacuo.

Uma seqiiéncia de compositos de colageno: NTC foi sintetizada com a
utilizagdo de diferentes concentracdes de NTC em colageno. A figura 6-1 mostra o

um composito com 4% de NTC.

Figura 6-1: Composito Colageno: NTC fabricado no laboratorio
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Depois de sua obtencdo, foram feitas medidas de resisténcia mecanica destes
compositos para verificar a possibilidade de construgdo de estruturas corporais
artificiais utilizando este material. Também realizamos experimentos em colaboragéo
com os professores do ICB e Odontologia ¢ medidas de resisténcia térmica e
molhabilidade, através das quais podemos conhecer caracteristicas estruturais deste
composito de NTC e colageno, que serdo mostrados na préxima secdo.

Os NTC, antes de serem incorporados ao colageno, foram funcionalizados com
grupos fosfonatos e carboxilas para estudo de biomineralizagdo de HAp. Este
procedimento visa aplicagdes de NTC em formagdes Osseas; uma vez que, os NTC
funcionalizados que possuem carga negativa atraem cations de calcio e¢ formam

agregados de HAp *.

6.1. Extracdo do colageno e producdo do compdsito

O colageno usado para a fabricagdo do biocomposito aqui estudado ¢ do tipo 1.
O colageno tipo I ¢é fibrilar, insoltivel em solugdo fisiologica ¢ é formado por trés
cadeias polipeptidicas que se organizam em uma conformacdo tripla hélice. De uma
forma geral, a solugdo de colageno tipo I ¢ adquirida a partir de tenddes de animais.
Os tenddes extraidos sdo imersos em 4cido acético 4% com agitacdo constante
durante 3 dias e entdo a solucdo ¢ centrifugada. A parte precipitada ¢ descartada e a
solucdo restante chamada de suspensdo ¢ misturada a uma solugdo salina de NaCl 7%
massa/volume sob agitagdo e novamente centrifugada. Desta vez, a parte precipitada
¢ reservada e a solucdo e suspensdo ¢ descartada. O material precipitado deve ser
disperso novamente em solucdo aquosa de acido acético 0,5 M com concentragdo
variando na faixa de 2-5 mg/ml. A extrag¢do deve finalizar, preferencialmente, com
solucdo aquosa de colageno a 3 M. Esta solug¢do aquosa, provinda da extragdo, € rica
em colageno tipo I e serd usada para a incorporacdo dos NTC. Para purificar esta
solucdo de colageno, esta ultima € colocada em membrana de didlise com porosidade
de dezenas de nm, submersa em solucdo fisiolégica com meio 199, que contém
principalmente antibactericida, antibioticos e tampao fosfato. A dialise ¢ feita por
48h sob agitacao constante, sendo responsavel pela excre¢cdo de aminoacidos e
cadeias polipeptidicas muito pequenas que ndo fardo parte do entrelagcamento final.

Esta etapa foi feita somente em uma de nossas extracdes e fisicamente ndo ofereceu
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diferenca significativa no composito. A solu¢do aquosa de NTC dispersos ¢
preparada através da adi¢do de grupos quimicos as paredes e extremidades dos NTC,
como ja descrito no capitulo sobre funcionalizacdes.

O biocomposito ¢ basicamente uma mistura de colageno com NTPS ou NTPM
funcionalizados ou ndo, homogencamente dispersos nesta matriz de colageno, em
forma seca ou na forma hidrogelatinosa. O processo de fabricacdo do biocompdsito
de colageno e NTC cria um suporte tridimensional, onde podem ser controladas,
através da proporcdo entre os dois reagentes basicos, as caracteristicas e
propriedades fisicas, como por exemplo a molhabilidade.

O biocompdsito colageno-NTC ¢ preparado a partir de solugdo de colageno e
de uma solucdo de NTC dispersos. As solu¢des aquosas de colageno nas
concentragdes de 2-5 mg/ml permitem uma boa incorporagdo de NTC, com alto grau
de homogeneidade na dispersdo em matriz de colageno. Deve-se sempre enfatizar
que a dispersdo dos NTC em solventes ¢ fundamental para promover a distribuicdo
homogénea dos NTC na solugcdo aquosa de colageno, de modo a produzir um
compdsito com grande homogeneidade de mistura. Os NTC ainda permitem uma
gama imensa de funcionaliza¢des quimicas que podem possibilitar a criagdo de
variagdes deste biocomposito, com fungdes bioquimicas especificas, como
hipoteticamente, a indug¢do de processos de inibicdo ou aumento das reagdes
inflamatodrias na rejei¢do, ou inducdo de formacgdo de tecido celular, processos de
biomineralizagao 6ssea e suporte de crescimento celular.

Na producdo deste composito ¢ necessario que a quantidade de NTC, dispersos
em agua ou em outro solvente, seja previamente preparada e com concentracdo
conhecida, assim como a solugdo aquosa de colageno, de modo a controlar a razdo
entre os NTC e o colageno na fabricacao do compodsito. A mistura das duas solugdes
deve ser assistida por agitacdo mecanica ou ultra-sonificagdo até atingir um alto grau
de homogeneidade. O tempo de agitacdo pode variar dependendo da concentracdo e
viscosidade das solugdes usadas na mistura.

O composito ¢ preparado a partir das duas solugdes acima descritas,
previamente preparadas. Uma solu¢do denominada solugdo 1, constituida de uma
dispersao de fibras de coldgeno em meio aquoso, foi preparada pela mistura de
colageno com agua destilada ou deionizada por um periodo de tempo suficiente para

formar uma mistura homogénea. O pH da solucdo ¢ ajustado para um nivel entre 2-4

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



135

através da adigdo de acido acético de modo a garantir uma boa dispersdo aquosa do

colageno a temperatura 4°C evitando sua degradagdo. Como esquematizado abaixo:
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Uma solugdo denominada solu¢do 2, constituida de uma dispersdo aquosa de
NTC deve ter o pH ajustado na faixa de 2-4 com adi¢cdo de acido acético a
temperatura ambiente, com concentragdo previamente conhecida. Como

esquematizado abaixo:
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As solugdes 1 e 2 sdo entdo misturadas lentamente sob agitacdo mecanica ou
assistida por ultra-sonificagcdo formando a base do compodsito. O grau de
homogeneidade ¢ feito por simples inspe¢do visual e a mistura é considerada
homogénea quando ndo apresenta aglomerados de carbono.

Esta ultima mistura, denominada soluc¢do 3, ¢ ent3o levada a pH basico com a
utilizagdo de hidroxido de sédio 0,4 M e submetida a um processo de retirada do
solvente por processo de secagem em estufa com temperaturas que ndo excedem

60°C e posteriormente submetida a um processo de liofilizagio.

HANDTUBCS DE '
CARBOND COngENG [ pH 7 -

Funcionalizados | " I

COMPOSITO

No processo de fabricagdo do compoésito pode-se incluir, antes da etapa de
liofilizagdo, etapas adicionais de adi¢cdo de agentes funcionais ativos e ou agentes
biologicamente ativos, tanto no colageno quanto nos NTC. Quando houver
necessidade de inclusdo de células, estas devem ser colocadas no compodsito; neste
caso, o processo de liofilizacdo deve ser feito antes da colocagdo das células, ao
contrario elas morreriam.

O composito geralmente ¢ feito utilizando uma concentragdo pré-definida de
NTC e uma referéncia do coldgeno sem NTC. Para efeito de comparacao, a seguir,
vamos mostras as principais diferengas entre o colageno e o composito contendo

NTC-COOH com concentragdo de 4% massa:massa.
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Em primeiro lugar, podemos verificar a mudanca na caracteristica estrutural
do material através do MEV. As micrografias que estdo na figura 6-2a ilustram o
colageno produzido com tenddes de ovelhas (sem NTC) e a figura 6-2b ilustra este
mesmo colageno com NTC-COOH; a figura 6-2c¢ ilustra o colageno produzido com
caudas de ratos sem NTC e a figura 6-2d ilustra este mesmo coldgeno com NTC-
COOH.

Nesta figura observa-se uma maior estruturacdo do coldgeno com aumento na
orientagdo das fibras de colageno (figura 6-2a e c) e diminuicdo da porosidade do
composito (figura 6-2b e d), as imagens a direita mostram uma pequena ampliagdo
destas estruturas, evidenciando estas caracteristicas morfologicas gerais. Esta
estruturagio ¢ similar ao crosslinked®, produzido por ligagdo cruzada através de
pontes de aldeidos, onde as fibras de colageno sdo tratadas com glutaldeido, por
exemplo, tornando-se uma fibra de maior estabilidade devido as ligacdes e
entrelacamentos entre fibras do colageno. Podemos observar que colagenos de
matérias primas diferenciadas ndo se diferem com relagdo as suas caracteristicas
morfologicas, isto €, o colageno puro possui alto grau de porosidade; em contra
partida, com o aumento do material refor¢go (NTC), os poros diminuem e a

estruturacao aumenta.
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Figura 6-2: Micrografias da estrutura morfolégica de coldgeno produzidos de a)
tenddes de ovelha, b) e o compdsito originado deste colageno, c¢) colageno produzidos de caudas
de rato e d) compésito originado este colageno, e respectivas ampliacdes.

A caracteristica principal desse biocompdsito ¢ a construcdo de estruturas com
morfologia distinta pela propor¢do de mistura de seus dois constituintes basicos.
Quanto maior a quantidade de NTC acrescentada ao colageno, maior a estruturacdo
do material e ¢ possivel notar grande alteragdo do tamanho dos poros, sendo que

estes diminuem com o aumento da concentracdo de NTC. Esse biocompodsito ¢
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altamente poroso, com esqueleto tridimensional na ordem de grandeza de estruturas
celulares, de tal forma que as células, se agregadas ao composito, podem alcancgar o
centro do mesmo, bem como, passarem de uma extremidade a outra, podendo
promover uma reconstitui¢do celular e intima integracdo a matriz hospedeira. Além
disso, como os NTC estdo na faixa de dimensdes tipicas das moléculas de colageno,
em escala nanométrica, ¢ possivel um alto grau de entrelacamento entre estas duas
nano estruturas. O controle do entrelagamento entre colageno e nanotubos de carbono
através de ligacdes quimicas ou pela variagdo da quantidade de cada material na
mistura pode permitir ainda um controle das propriedades fisico-quimicas deste
biocomposito, além de permitir o controle adicional de sua porosidade, que ¢
importante para o crescimento celular como também, da sua velocidade de
degradagdo quando implantado.

Verificando esta diferenciagdo estrutural, necessitavamos confirmar a
integridade das fibras de coldgeno. Isto foi possivel através da andlise de espectros
no infravermelho destas moléculas. A integridade da molécula de colageno ¢
comprovada pela existéncia da tripla hélice, que ¢ dada pela razdo igual a 1 entre as
intensidades das bandas 1235/1450 cm’', referentes a aminas ii e iii. Tanto no
colageno quanto no composito a razdo entre estas duas bandas estdo em torno de 0,9,
o que indica a existéncia da tripla hélice nas estruturas formadas. Todas as medidas
foram feitas apds a liofilizacdo, confirmando que este processo nao degrada as
estruturas moleculares nem do coldgeno, nem do compdsito. Verificando o restante
do espectro vemos que a analise dos compdsitos por espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR) representada pela figura 6-3 mostra os modos vibracionais das
proteinas presentes na estrutura do colageno®. As freqiiéncias de vibragido das bandas
referentes 4 amida A do estiramento NH— (~3328.64, 3327.65 ¢ 3334.59 cm-'), amida
I (1637.81, 1657 e 1640 cm-"), C=0 (1667 cm™"), amida II (1548.84, 1554.80 e
1549.16 cm—l), estiramento C-N e N-H ~1550 cm’!, amida III (1241.17,1238.33 ¢
1239.48 cm-'), amida ii e iii (~1450,1402,1350,1250 cm™).
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Figura 6-3: Espectro IR do compdsito de colageno com NTC

Verificamos também a integridade dos NTC na matriz de colageno através da
espectroscopia Raman do compodsito no espectro mostrado na figura 6-4, que
apresenta algumas caracteristicas vibracionais referentes ao modo vibracional do
carbono. Entretanto, ndo conseguimos observar o modo de respiracdo radial devido a
interagdo dos NTC com o colageno, como mostrado na inser¢do no canto superior
esquerdo da figura 6-4. O fator de qualidade esta em torno de 0,56, a banda G sofre
alargamento ¢ ha aumento na banda D, mostrando a interferéncia da interacdo do
colageno sobre os nanotubos de carbono.
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Figura 6-4: Espectro Raman do compdsito de colageno com NTC
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Estas duas técnicas mostram que a estrutura do colageno para elaboragdo do
composito permanece integra e que nao ha nos espectros de infravermelho o aumento
no numero ou intensidade das vibra¢des devido a ligagdo do NTC com o colageno, o
que pode indicar que eles ndo interagem através de ligagdes quimicas fortes, como as
covalentes.

Este compdsito, como pode ser visto, € um biomaterial nanoestruturado.
Porém, a capacidade de substituir estruturas bioldgicas em fraturas 6sseas, implantes
biodegradaveis, reparo de cartilagens e tenddes, ou como agente de transporte de
farmacos depende de outras caracteristicas, como por exemplo, sua resisténcia
mecanica e térmica, seu poder de adsorver liquidos ¢ o tempo de degradagdo em
solugdo fisiologica. Estes fatores foram analisados e serdo mostrados a seguir para
trés tipos de colageno: Colageno extraido de caudas de rato, tenddo de carneiro e

tendao bovino comercial da Aldrich ® (liofilizado).

6.2.Analise térmica

Sabendo que houve estruturagdo das matrizes pelo material reforco, e que esta
estruturacdo ¢ a origem do colageno podem interferir na temperatura de degradacao
térmica® dos mesmos, foram feitas analises de Termogravimetria (TG) dos materiais
liofilizados.

Normalmente, as primeiras transi¢des térmicas ou degradagdo dos coldgenos
ocorrem em temperaturas entre 40 e 100°C, com maxima perda de massa em 64°C
para tenddes bovinos nativos’ e pele de boi®. Nessa temperatura ocorre a eliminagio
de agua das proteinas (desnaturagdo). Em inferéncia a estes resultados, verificamos a
variacdo da resisténcia térmica através de medidas de termogravimetria para os
nossos colagenos. A figura 6-5a mostra duas curvas de TG relativas ao colageno de
cauda de rato sem NTC e deste colageno com 4% de NTC; a figura6-5b mostra duas
curvas de TG relativas ao coldgeno de tenddo de carneiro com 0,2% de NTC e deste
colageno com 4% de NTC.

Podemos observar que a incorporagdo de 4% de NTC na matriz de colageno
aumenta a temperatura de degradacdo térmica dos colagenos em torno de 25,7% para
o colageno sintetizado a partir de caudas e em torno de 71,8% no colageno

sintetizado a partir de tenddes.
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Figura 6-5: Analise térmica de estruturas de compdésito e colageno a) de cauda de rato e
b) de tend&o de carneiro.

Estes resultados obtidos ndo foram repetidos para colageno sintetizado a partir
de colageno de tenddes de boi comercial, os quais j4 vinham liofilizados e tinham
que sofrer processo de solubilizacdo. Podemos verificar que a variagcdo na
temperatura de degradagdo pode estar ligada a integridade da tripla hélice na
estrutura do coldgeno e/ou a estruturacdo do colageno que ¢ mais dificil de
desnaturar, mas fica claro que a presenca dos NTC na matriz causa uma maior

estruturacdo e aumento da temperatura de degradagdo. O compdsito por ter a
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temperatura de degradacdo mais alta do que o coladgeno indica maior estruturacdo da
matriz de colageno, promovendo a ele mudancas na capacidade de estabilizacdo em

ambiente fisiologico.

6.3.Ensaio de Tracéo

As propriedades mecénicas constituem uma das caracteristicas mais
importantes dos compositos, visto que suas aplicagdes se baseiam principalmente no
comportamento destas propriedades.

No ensaio de tragdo uniaxial, realizado no departamento de metalurgia da
UFMG, com a colaboragcdo do professor Hermam, o corpo ¢ deformado por
alongamento, até o momento em que se rompe. Os ensaios de tragdo permitem
conhecer como os materiais reagem aos esfor¢os de tracdo, quais os limites de tracdo
que suportam e a partir de que momento 0os mesmos se rompem. A tensdo na ruptura
e a elongacdo foram obtidas diretamente da curva, e o modulo elastico foi calculado
como a tangente da parte linear da curva tensdo versus elongacao.

O colageno tem uma excelente compatibilidade bioldgica ¢ quimica, mas ndo
resiste mecanicamente a condi¢Oes tipicas recorrentes a aplicagédo clinica.

O desenvolvimento deste composito requer claramente o entendimento das
propriedades mecénicas da reconstituicdo deste composito e os dados acima podem,
portanto, capacitar o desenvolvimento e o melhoramento das propriedades deste
compésito. Baseado nos testes mecénicos realizados por Shanmugasundaram®, os
experimentos foram realizados com velocidade constante de deslocamento de 5
mm/min entre as pin¢as fixas nas extremidades das amostras. A figura 6-6 ilustra as
curvas de tensdo de ruptura em fungdo da deformagdo obtida pelo teste de tragdo do
composito de colageno com NTC e coldgeno puro. Observa-se que ambas as curvas

sdo tipicas de materiais poliméricos flexiveis e pouco resistentes.
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Figura 6-6: Exemplo das curvas de tensdo versus elongacdo de filmes colageno e
compadsito.

Os valores das propriedades mecanicas obtidas nos testes de tragdo estdo
apresentados na Tabela 6-1. Nesta tabela podem ser observados valores menores de
tensdo na ruptura ¢ médulo elastico do colageno do que no composito; isto é, esse
composito produziu filmes mais resistentes e mais rigidos que o do colageno puro.
Comparados a outros polimeros, como PLLA e PAN, os compoésitos sdo menos
resistentes a tragdo. Nestes polimeros, os NTC agem de forma diferenciada; no PAN,
o NTC torna a matriz mais fragil e no PLLA, o NTC deixa o compdsito mais
resistente, assim como no colageno. Apesar de serem menos resistentes
mecanicamente do que os polimeros, os compdsitos de coldgeno possuem
caracteristicas que os diferencia, isto ¢, eles apresentam caracteristicas semelhantes

ao organismo, por ser o coldgeno uma molécula constituinte de todo os orgdos do
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corpo humano. Assim, o interesse em substituir os compoésitos ja utilizados em
implantes pelo composito de colageno: NTC, reside no fato de poder ser implantado
com menos risco de rejei¢cdo, além de ter a possibilidade de ser absorvido no local
implantado e regenerado simultaneamente pelo organismo.

Tabela 6-1 Tensdo na ruptura (MPa), e modulo eladstico (MPa) para colagenos,

compasitos e outras matrizes poliméricas.

Materiais tensdo (MPa)mddulo elasticidade (MPa)
PLLA (Poly(L-lactic acid))° 5,73 44,38
PLLA+ 1% NTPS 5,90 154,77
PLLA + Poly &-L lisine 6,98 53,37
PLLA+ Poly &-L lisine +1% NTPS 8,93 124,03
PAN (polyacrylonitrile)’ 8,90 230,00
PAN+ 1% NTPS 12,40 0,65
PAN+ 3% NTPS 7,00 0,37
PAN+ 5% NTPS 5,50 0,27
Colageno - cauda de rato 0,53 15,53
Colageno - tenddo bovino 2,42 46,67
Composito - cauda de rato 3,13 101
Compésito - tendao bovino 3,11 101,43

Os filmes produzidos com colageno de rato foram menos resistentes do que os
bovinos, sendo que o aumento da tensdo ¢ substancial, em torno de 83% menor nos
colagenos extraido de tenddo de rato que nos compoésitos e em torno de 22% menor
nos colagenos extraido de tenddo bovino que nos compoésitos. Este fato ¢
comprovado também pela andlise termogravimétrica, mostrada na figura 6-5. Por
comparagdo, vemos que o valor da tensdo de ruptura na amostragem de compositos ¢
menor nos compadsitos produzidos com tenddes bovinos do que com caudas de rato.
como pode ser visto na distribui¢cdo ilustrada pela figura 6-7. Possivelmente, esta
diferenca de comportamento pode ser explicada pela estruturagdo provocada pelo
processo de produgdo do compdsito, tanto no compdsito produzido por colageno de

tenddo bovino quanto no colageno de tendao rato.
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Figura 6-7: Distribuicdo de tensdo de ruptura para duas amostragens de coldgeno.

De uma forma geral, podemos dizer que o colageno tem resisténcia mecanica
menor que o compoésito independentemente da fonte de colageno devido a
estruturagdo provocada pelos NTC. Os compoésitos se apresentam sempre com maior
homogeneidade estrutural que o colageno ndo importando sua origem.

O presente trabalho mostra que o colageno combinado com NTC constitui uma
estrutura similar a um suporte celular, oferecendo um gel polimerizante e fatores de
interligamento referente a fun¢des celulares. Houve um aumento de propriedades
mecéanicas e térmicas resultantes da sintese do material, uma vez que o composito
tem caracteristicas parecidas com as dos compositos ja utilizados, com a vantagem de
ser um biocompdsito feito a partir de moléculas protéicas formadoras do proprio

organismo.

6.4.Hidratagdo dos compositos

A hidrofilicidade das matrizes tem grande importancia em procedimentos
terapéuticos, uma vez que, a taxa de absor¢do de solucdo afeta a liberagcdo de
medicamentos, que podem ser adicionados ao compdsito para melhorar a
cicatrizacdo, para manter o nivel de hormdnios no organismo, para aniquilar uma
infec¢do com a incorporacdo de antibidticos, entre outras postologias possiveis. A
hidratacdo do material depende de sua porosidade e afeta a area superficial da matriz
pela difusdo de liquido, com isto, matrizes com diferentes taxas de hidratacdo podem

resultar em diferentes cinéticas de liberacdo de drogas.
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Neste experimento foi determinada a quantidade de tampdo absorvido pelas
amostras de colageno e de compositos. As amostras foram preparadas de duas formas
diferentes, uma amostragem ¢ composta de biocompositos liofilizados os quais sdo
suportes tridimensionais; ¢ a outra amostragem ¢ composta destes mesmos
biocompodsitos ndo liofilizado, seco em estufa com temperatura constante de 45°C os
quais sao filmes bidimensionais. As amostras liofilizadas se dividem em outros dois
grupos, um feito com NTC-COOH e outro feito com NTC fosfonado. Cada amostra
preparada tinha em torno de 5 mm de diametro.

As amostras com massas de 5 a 25 mg foram colocadas em tampao fosfato pH
7,2 e permaneceram imersas por tempo determinado entre 15 e 24h e novamente
pesadas. O tampdo foi preparado adicionando 5,2 g de fosfato de s6dio monobasico
NaH,POy4 e 23 g de fosfato de sodio dibasico Na,HPO4 em 900 ml de agua destilada.
Em seguida ajustou o pH com NaOH para 7,4 e completou o volume para 1 litro com
agua destilada, e a solugdo foi armazenada em geladeira.

Apb6s as amostras terem sido retiradas do tampao, elas foram colocadas sobre
papel toalha para retirar o excesso de agua superficial e estabelecer um padrdo para
coleta de dados.

A quantidade de tampéo absorvida foi calculada pela seguinte equacgao:

%agua ="n""s 100,

m

Onde m_ emgsdo a massa dos compodsitos e coldgenos molhados e secos

respectivamente.

A figura 6-8 mostra a capacidade de hidratacdo por tampao PBS pelas
amostras. Pode-se observar que a partir de 15 min de exposicdo das amostras o
percentual de hidratacdo j& ultrapassa um pouco mais de 50% nos filmes e mais de
85% nos compositos liofilizados. Foi possivel perceber que a incorporagdo de NTC
alterou a capacidade de hidratagdo dos compositos. Pode-se observar que a partir de
60 minutos de imersdo a percentagem de liquido absorvido ¢é praticamente constante.
No coldgeno liofilizado, a adsor¢do aquosa aumenta sutilmente com o aumento de
tempo de imersdo. Os compodsitos com nanotubos carboxilados tem um poder de
adsorcao 6,5% maior do que o coldgeno e o compdsito com bifosfanato 2,2% menor

que o colageno. Nos filmes, o comportamento € inverso, o filme de compodsito € mais
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absorvedor de liquido do que o colageno, porém com o tempo de imersdo o poder da

absor¢do ¢ menor para o composito.
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Figura 6-8: Comparativo entre a hidratacdo de colageno e compoésito em forma de filme
e de suporte 3D.
Além da diferenciacdo na molhabilidade, o composito tem densidade diferente da
matriz de coldgeno, como pode ser visto na figura 6-9. A incorporacdo de nanotubos
ao colageno causa um aumento da densidade. Uma das hipoteses para este fato é o
maior emaranhamento das fibras de colageno. Infelizmente ndo foi possivel mensurar

a diferenga entre a densidade destes dois materiais.

Figura 6-9: Imagem para comparacéo de densidade qualitativa

Outra caracteristica analisada (do composito feito com NTC-COOH) foi o seu
tempo de solubilizacdo. Esta caracteristica ¢ importante para mensurar a estabilidade

do material em um implante, por exemplo. A solubilidade foi realizada, adicionando
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3 ml de tampdo fosfato em 0,345 mg colageno liofilizado. Estes materiais foram
incubados a temperatura ambiente que variou entre 21-36°C.

A figura 6-10 ilustra dois pontos do experimento. O primeiro antes da solugdo
fisiologica ser adicionada ao colageno e aos compositos, e um segundo na semana em

que o material finalizou sua solubilizacao.

Percentagem de nanotubos de carbono em colageno
0 0,2 0,5 1 2

2 2,5 4 5 9 10 24
Tempo de solubilizacao (semanas)

Figura 6-10: Solubilizacdo de compdsitos com diferentes concentracdes de nanotubos de
carbono

Podemos observar que quanto maior a quantidade de NTC na matriz maior o
tempo de solubilizagdo. Enquanto o colageno sem NTC solubilizou em uma semana,
o composito com 4% de NTC permanece inerte a mais de 6 meses. Fazendo uma
interligagdo entre estes ultimos experimentos relatados a respeito dos compositos,
podemos concluir que os NTC agem como refor¢o na matriz de colageno
proporcionado a ele, maior temperatura de desnaturagdo passando de 50°C no
colageno para 85°C no compdsito; proporciona maior resisténcia mecénica tornado o
composito pelo menos duas vezes mais resistente do que o colageno; e porporciona

uma maior densidade ao composito do que ao colageno puro;
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A variagdo de massa de NTC colocado no composito e pode inferir no tempo
de solubilizacdo do material em ambiente fisiologico e pode ser um promissor agente
de carreamento de drogas devido a sua molhabilidade.

Estas caracteristicas promovem ao compoésito uma vasta gama de aplicagdes

raramente encontradas em um unico compoésito conhecido.

6.5. Hipoteses de interacdes

Como os NTC possuem grande resisténcia e tem forma quase unidimensional e
de dimensdes semelhantes ao das cadeias triplices do colageno, a exposig¢do de
moléculas de colageno da hélice tripla aberta em solu¢do aquosa aos NTC dispersos
pode induzir interagdes. Algumas formas de ligacdo entre o colageno e os NTC
podem ser especuladas uma vez que, ndo ha indicios de como ocorrem estas
interagOes. Quando a matriz recebe o material de refor¢o, ocorre um contacto intimo
entre eles e pode haver adesdo. Um numero de diferentes tipos de adesdo pode ser
formado, ou seja, para uma certa combina¢do de materiais, um mecanismo de adesao
pode ocorrer, como adesdes mecanica, eletrostatica, quimica e por interdifusido. Os
tipos de adesdo dependem de alguns fatores como a presenga de impurezas ou adigdo
de agentes de acoplamento.

De uma forma resumida, alguns mecanismos de adesdo entre os constituintes
de um compodsito sido os seguintes®:

1- Adesdo mecéanica: consiste em uma adesdo de intertravamento ou
chaveamento mecanico das duas superficies. Este tipo de ades@o € o tipo mais eficaz,
quando a forga ¢ aplicada paralelamente a interface, aumentando consideravelmente
a tensdo ao cisalhamento. Em muitos casos, a adesdo mecanica ndo ocorre sem a
ajuda de algum outro mecanismo de ades@o.

2- Adesao eletrostatica: adesdo ocorre entre a matriz ¢ o material de reforgo
quando as superficies sdo carregadas negativa e positivamente. Isto promove uma
atracdo eletrostatica entre os componentes do composito que dependera da diferenca
de carga de suas superficies. Esta interacdo eletrostatica ¢ baixa e é eficaz apenas
quando as distdncias sdo pequenas na ordem de distancias interatdmicas.

3- Adesdo quimica: a adesdo quimica é formada por adesdo entre grupos
quimicos sobre as superficies do compdsito. Este tipo de adesdo depende do ntimero

de adesdo por area e do tipo da adesdo.
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4- Adesdo por interdifusdo: os atomos ou moléculas de dois componentes do
composito podem interdifundir na interface para promover a adesdo conhecida como
interdifusdo.

5- Adsor¢do e molhamento: o molhamento eficiente da carga pelo polimero
remove o ar incluso e cobre todas as protuberdncias da fibra

Na mistura de um material reforgo (fibrosa ou ndo) com uma matriz
polimérica deve ocorrer uma boa interacdo reforco-polimero, que pode ser medida
através do ensaio de resisténcia a tracdo. Caso esta propriedade seja superior a do
polimero puro, significa que a matriz polimérica transferiu parte das tensdes para a
fase dispersa desde que este seja mais resistente que a matriz. Esta transferéncia de
tensOes acontece através da regido de contato entre o polimero ¢ o material reforgo,
chamada de interface, sendo o resultado da deformacdo elastica longitudinal entre
material reforgo e a matriz e do contato por friccdo entre os componentes.

De acordo com este entendimento, a interface assume papel decisivo nas
propriedades mecanicas do material final, de modo que uma boa adesdo resulta em
boas propriedades mecanicas. Esta adesdo esta relacionada com as propriedades
quimicas do material refor¢o, bem como com as conformagdes moleculares e
constituicdo quimica da matriz e, caso esta adesao nao seja perfeita, surgirdo
inevitavelmente vazios na regido interfacial, provocando a fragilizacao do material.

Normalmente a fratura de um composito ocorre devido a quebra da interface
polimero/ material refor¢o e ndo devido a quebra de um dos componentes. A
conclusdo mais 6bvia € que quanto menor o tamanho das fibras maior o numero de
extremidades para uma mesma concentracdo e didmetro, resultando em propriedades
mecanicas inferiores. Desta forma, o aumento no comprimento da fibra aumenta a
eficiéncia do reforgo. Compositos fibrosos sdo altamente anisotrépicos, podendo
apresentar propriedades muito diferentes conforme a dire¢do da solicitagdo da carga.
A presenca de fibras restringe a deformacdo da matriz. Por fim, as propriedades de
um compdsito com material reforgo fibroso dependerdo fundamentalmente dos
seguintes fatores:

- razdo de comprimento/espessura

- fragdo volumétrica presente na matriz- orientagdo (anisotropia)

- resisténcia da interface (adesdo com a matriz polimérica)
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Estudos sobre o desempenho de materiais compdsitos reforcados com fibras
mostram que a razdo de aspecto critica, ou o comprimento critico das fibras depende
da fracdo volumétrica destas nos compositos. Em baixa fragdo volumétrica ou teor de
fibras na matriz, as fibras influenciam pouco a resisténcia do compoésito que ¢€
denominada pela matriz. Acima de uma fragdo critica a resisténcia dos compdsitos
aumenta com o teor de fibras na matriz. Em geral, quanto maior a razdo de aspecto
menor a fragio volumétrica critica ou teor critico’ .

Sabendo como sdo as possiveis ligagdes entre matriz e refor¢co podemos por
hipotese dizer que a formacdo da matriz, colageno, com NTC funcionalizados, ocorre
por adesdo eletrostatica, entrelacamento nas fibras ou simples mistura. Estas
interagdes estdo ilustradas na figura 6-11

Inicialmente, os dois materiais se apresentam isolados, com o processo de
mistura, duas situagdes se manifestam, a primeira ¢ a interagdo entre as moléculas de
colageno e os NTC e a segunda a simples mistura desses elementos: Na primeira
opc¢ao mais trés possibilidades surgem: (a) os nanotubos interagem com o colageno
superficialmente por uma atragdo fraca em parte ou toda a sua superficie; (b) os
nanotubos fazem parte da formagdo de tripla hélice se encaixando entre elas; (c) o
colageno se enrola em torno do NTC.

Como os NTC que possuem dimensdes semelhantes ao das cadeias triplices do
colageno, provavelmente a exposicdo de moléculas de colageno em estado sol com

NTC dispersos pode induzir um enrolamento estérico.
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Figura 6-11: Possibilidades de arranjos de colageno em NTC.
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Outras formas para a ligagdo podem ser proporcionadas pela exposi¢do de
moléculas de colageno em estado sol com NTC dispersos promovedor interagdes
quimicas nas terminac¢des funcionais nos NTC com as terminagdes protéicas do

colageno facilitando a ligacdo quimica entre elas como ilustrado na figura 6-12.
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Figura 6-12: Fragmento de uma hélice do colageno (seqliéncia de proteinas) ligada

ao NTC!!

O comportamento de reforco do colageno, aumentando a resisténcia e a tracdo
de ruptura e a estabilidade térmica do coldageno, indica que existe uma adesdo
eficiente na interface coldgeno NTC, que pode ser proveniente da interacdo do
colageno com os dos NTC, via enrolamento ou liga¢do quimica. Estas caracteristicas
promovem ao compoésito possibilidade de permanecer estavel no organismo e

promover regeneracgdo de tecidos, por exemplo.
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7. Mineralizag&o de nanoestruturas

A mineralizagdo dos tecidos vem sendo estudada vastamente desde 1959
quando Glimcler' propds a teoria de mineralizagdo por deposi¢do de mineral. O autor
diz que a mineralizacdo ocorre pela interacdo entre a fase mineral do fluido
extracelular e os componentes organicos da matriz. Entre estes componentes estdo as
fibrilas coldgenas cujas matrizes organicas sdo formadas principalmente por
colageno, como ¢ o exemplo da dentina, do osso e da cartilagem. Nestes tecidos, a
mineralizacdo ocorre pela precipitagio de fosfatos de calcio nos componentes
fibrilares e ndo fibrilares das matrizes orgdnicas. Sendo este processo independente
de qualquer outra participacdo celular e dirigida apenas por parametros fisico-
quimicos. Os sais minerais derivados dos ions calcio e fosfato presentes no fluido
extracelular sdo  depositados seletivamente nas denominadas  matrizes
"mineralizaveis" desses tecidos. Na cartilagem, no osso ¢ na dentina a deposigdo
inicial de mineral é caracterizada pela aparicdo de depositos de fosfatos de calcio
(hidroxiapatita) em associacdo com uma populacdo de corpos envolvidos por
membrana, as vesiculas da matriz. As vesiculas da matriz sdo corpos arredondados
envolvidos por membrana que estdo presentes no espago extracelular das matrizes de
colageno que se calcificam. Elas derivam das células formadoras desses tecidos,
aparecem logo apds a deposi¢ao do colageno e rapidamente adquirem inclusdes com
aparéncia de cristais, contendo calcio e fosfato em diversas espécies denominadas
hidroxiapatita. A maneira que o processo de mineralizagdo se difunde das vesiculas
para o colageno ¢ um assunto bastante controverso. Os estudos realizados sobre a
compartimentalizagdo da matriz organica do osso em desenvolvimento sugerem a
existéncia de duas fases durante o processo inicial de mineralizagdo, a saber: uma
primeira, vesicular, onde as vesiculas da matriz desempenhariam um papel na
nucleacdo inicial; e uma segunda, fibrilar, onde as fibras de colageno, em associacao,
provavelmente, com outras moléculas da matriz, forneceriam os locais para a
continuacdo do processo. Uma vez que ja ¢ conhecido que o coldgeno e moléculas
associadas a eles (fosfoproteinas), por exemplo, s@o capazes de fornecer a geometria
estereoquimica tridimensional e a distribui¢do de cargas elétricas necessaria para a

nucleagio da apatita®.
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Na linha dos implantes, os diversos biomateriais utilizados clinicamente
induzem diferentes respostas do tecido e, em fung¢do do tipo de interface tecido-
implante desenvolvido, podem ser classificados em bioinertes ou bioativos. A
incorporacdo do grupo de fosfatos de cdlcio, ao qual pertence a HAp, a superficie de
implantes metalicos e materiais cerdmicos bioativos sdo altamente difundidos.® A
HAp, por exemplo, ¢ considerada um material osteocondutor por acelerar a formacao
de osso novo ao redor do implante e, com isso, reduzir o tempo de cicatrizagao,
diminuindo, conseqiientemente, o tempo total de tratamento. O wuso dos
recobrimentos de HAp, sobre implantes metalicos, permite associar a resposta
biologica favordvel destes materiais as excelentes propriedades mecanicas dos metais
normalmente utilizados em implantes odontoldgicos. Outra pratica comum ¢ utilizar
em implantes raspas de ossos, retiradas do proprio paciente. Para esta extracdo, o
paciente deve se sujeitar a uma cirurgia extra. Os fosfatos de calcio, em especial a
hidroxiapatita Cai(PO4)s(OH)., favorecem o crescimento dsseo para os locais em que
ela se encontra, estabelecendo ligacdes de natureza quimica entre a hidroxiapatita e o
tecido osseo (bioativo), permitindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e
outras células osseas, sendo que as células ndo distinguem entre a hidroxiapatita e a
superficie 6ssea, o que indica a grande similaridade quimica superficial.

O interesse pela HAp como um biomaterial esta entdo relacionado com o fato
desta ser a principal fase mineral encontrada no tecido o¢sseo e ter alta
biocompatibilidade. Suas aplicagdes estendem-se desde a ortopedia e traumatologia
para corre¢des de maxilas, traumatismos coluna cervical, tumores musculos-
esqueléticos entre outras. Na odontologia, em casos de doencas periodontais,
implantes dentarios e preenchimento de 6sseos. O coldgeno pode ser usado como
arcabou¢o de HAp por ser um agente de unido biocompativel e reabsorvivel,
responsavel pela prevencdo da migracdo das particulas de HAp, até sua incorporagao
no tecido. O biomaterial sempre deve permitir um crescimento sustentado do osso
vizinho na sua superficie, promovendo contato direto osso:material para ocorrer o
fendmeno da osteointegracdo. Neste fendmeno ocorre uma conexao direta e funcional
do osso, estruturado e vivo, com a superficie de um implante, submetido a carga
funcional, sem a interposi¢do de tecido fibroso®.

Sabendo destes argumentos, come¢amos a estudar a formacdo da HAp sobre

os materiais por nos estudados, isto € NTC, colageno e compositos. Para verificar se
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com uma pequena concentragio ions Ca’” em contato com o compdsito seria possivel
obter mineralizacgdo utilizando o metabolismo do proprio corpo para sintetizar a HAp
foi primeiro realizado um teste in-vitro onde foi utilizada uma solucdo tampao com
concentracdo de fons Ca’" similar a encontrada no sangue.

E importante saber que a concentragio de Ca’" no sangue é, normalmente de
10 mg/dl, o que corresponde a uma solucdo com concentracdo de 25 mM. Destes,
40% sdo representados por Ca®" ligado a proteinas plasmaticas e 60% sdo
ultrafiltraveis. Uma porcdo de 10% dos componentes ultrafiltraveis estd complexada
com anions (por exemplo, sulfato fosfato e citrato) e a outra porcdo de 50%
representa Ca”" livre, ionizados. Esta ultima é a unica forma de Ca”" biologicamente
ativa. Com isto, para simularmos o organismo precisamos de uma solu¢cdo com no
maximo 12,5 mM de ions calcio. O organismo humano ¢ munido de fons de Ca®’
circulante e ions fosfato ativo nos tecidos mineralizaveis onde a interacdo destas
estruturas com o fluido sanguineo, nos implantes, poderd promover a osteoinducao
devido aos ions circulantes. Na maioria dos trabalhos ja realizados até hoje, a HAp
sintetizada para producdo de compositos implantdveis sdo feitas a partir de altas
concentra¢des de substancias ricas em fons de fosfatos e de calcio®®. Porém, alguns
trabalhos recentes, mostram a possibilidade de promover a mineralizagdo com baixas
concentragdes destes ions em substratos ou solugdes, como foi mostrado por Haddom
e colaboradores® Neste trabalho, os autores mostram uma deposicdo mineral de 455
nm em 7 dias e uma deposi¢do de 1,8 um em 14 dias.

Nesta etapa do trabalho, nos baseamos nos procedimentos realizados por
Haddon no artigo citado acima utilizando no lugar dos NTC-PABS os NTC-COOH e
uma solugdo com concentracdo molar abaixo da fisioldogica para verificar a
incorporacdo de fosfato de calcio nos NTC. Como ¢ necessaria uma matriz de
ancoramento deste material para implantes, fizemos o experimento também no
colageno e no compdsito, onde estes compositos foram sintetizados com NTC-
COOH. Estes experimentos foram realizados para verificar a viabilidade de aplicacdo
em recuperagdo de falhas dsseas em seres vivos. O comportamento destes materiais
como matriz de formacdo mineral serd relatado na proxima se¢do, ¢ ¢ um trabalho

inédito.
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7.1.Teste in vitro

O desenvolvimento de biomateriais que imitam os ossos tem tido enfoque
estratégico no crescimento de cristais de HAp em condi¢des fisioldgicas. No entanto,
alguns fatores afetam a mineralizagdo como: os meios de controle desse processo ¢ a
razdo molar da reacdo, que tem importancia primaria. Nos investigamos a sintese de
HAp usando solugio fisiolégica de ions Ca*™ e P,

As deposi¢des foram efetuadas misturando simultaneamente solugdes 5 mM de

Na,HPO, ¢ 10 mM deCaCl, e imergindo os material nesta solugdo. As seguintes

reagdes podem ocorrer sobre os materiais:

CaCl, + Na,HPO, —*:2 5 2NaCl + CaHPO,
10CaCl, + 6Na,HPO, + H,0 ——12NaCl +Ca,,(PO,),(OH), + 8HCI

10CaCl, + 6Na,HPO, + H,0—>12NaCl + 2Ca, (PO, ),OH +8HClI

Antes de realizarmos os experimentos de mineralizacdo sobre os materiais
nanoestruturados, com concentracdo fisiologica, foram feitas duas deposigdes
comparativas sobre substrato de silicio. Na primeira, o substrato ficaria imerso em
solugdo com concentragdo fisioldégica, usando as solugdes descritas acima; e no
segundo ficaria imerso em solucdo com alta concentragcdo molar (usando solugdes 5

M de Na,HPO, ¢ 10 M de CaCl,), sempre mantendo a propor¢do entre elas na

mistura.

Neste experimento, podemos observar o processo de mineralizacdo sobre
substratos de silicio No substrato exposto a solugdo com baixa concentragdo nao
houve mineralizacdo. Na pela figura 7-1a podemos ver trés fragmentos, um nimero
desprezivel em relagdo ao outro substrato exposto a solugdo com altas concentracdo
houve uma espessa mineraliza¢do, como ilustrado na figura 7-1b. Esta diferenciagédo
da formacdo particulada de cristais de HAp entre os dois substratos demonstra que

em condi¢oes fisiologicas ndo ha formagdo de HAp.
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Figura 7-1: Imagens comparativas de HAp sobre substrato de Si, mostrando a
mineralizagao a) solucao fisioldgica b) solucdo molar.

Desta forma, este resultado indica que a mineralizacdo sobre substratos
imersos em solucdo com concentragdo fisioldogica deve ocorrer assistida por
superficie com imperfeicdes ou necessita de grupos quimicos para se ligar. Para
comprovar este argumento, realizamos um estudo sistematico do processo de
mineralizacdo sobre os materiais nanoestruturados (coldgeno, compdsito e NTC),
seguindo o seguinte procedimento: cada amostra foi colocada dentro da solugdo
fisiologica de Ca e P. Decorrido uma semana parte da amostra era retirada e
analisada, até o tempo maximo de 6 semanas.

A partir da primeira semana ja era possivel identificar precipitados sobre a
superficie dos materiais. Estes precipitados podem ser observados na figura 7-2 (a) e
(b) que correspondem a NTC depositado em um substrato e biocomposito,
respectivamente com exposicdo a solucdo fisiologica por 1 semana. Nestas imagens
podemos perceber uma pequena por¢do de material com forma granular. Na figura 7-
2 (c) e (d), corresponde a estes mesmos materiais expostos a solu¢do por um periodo
de 4 semanas. Nestas imagens podem ser observados o recobrimento do material
exposto, no caso do composito ndo € mais possivel perceber a presen¢a da matriz, e
nos NTC grande parte de sua superficie foi recoberta. Foram colocadas setas nas

imagens para ficar mais facil de identificar as particulas precipitadas.
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10 pm

10 um

Figura 7-2: Materiais expostos a solucédo fisiolégica de Ca’" e PO,> A) NTC, B)
Composito expostos por 1 semana e C) Nanotubo de carbono e D) compdsito expostos por 4
semanas.

Podemos entdo verificar que para ambas as amostras houve um aumento
massivo de particulas depositadas sobre a superficie do substrato em solugdo
fisiologica, o que demonstra que a presen¢a de uma superficie nanoestruturadas
induz a formagdo de cristais de HAp.

Através de técnicas como espectroscopia de raios-X podemos verificar que as

particulas formadas nos dois casos sdo basicamente compostas de CaH(PQO,),
Ca,(PO,),(OH) e Ca,,(PO,),(OH),. A figura 7-3, mostra um difratogramas tipico de

hidroxiapatita, obtido de amostras produzidas em nosso laboratorio.
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Figura 7-3: Espectro de Raios-X de HAp sobre substrato amorfo com solucdo molar.

O estudo sistematico do processo de mineralizagdo foi iniciado com amostras
de NTC-COOH. Durante o processo de mineralizagdo foi possivel observar o quadro
evolutivo da indugdo da precipitagdo das particulas de HAp sobre a matriz de NTC.
A figura 7-4 mostra a evolucdo temporal desta mineralizagdo. A partir de 4 semanas
existe um recobrimento sobre as fibras de carbono. Estas se tornam mais estruturadas
em 6 semanas. Nas imagens de duas semanas as particulas podem ser vistas somente
com grande aumento, como na figura 7-2a. Em 3 semanas ¢ possivel visualizar varios
pontos de precipitagio das particulas de HAp. E valido lembrar que essa indugdo foi

feita em condigdes fisiologicas.
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Figura 7-4: Mineralizagdo sobre NTC-COOH

Estas deposi¢cdes formam uma estrutura cristalina de HAp como pode ser
confirmada nas andlises de raios —X ilustrada pela figura 7-5 que indicam fases de

CaH(PO,), Ca,(PO,),(OCH)e Ca,(PO,),(OH),, esta ultima estrutura ¢ denominada

Hidroxiapatita.
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Figura 7-5: Difracdo de raio-X sobre NTC

As bandas largas no difratograma de raio-X indicam que a nucleag¢do acontece
de forma heterogénea formando particulas que posteriormente se agregam gerando
estruturas policristalinas. Esta deposi¢do ocorre provavelmente por um processo de
interagdo quimica entre as carboxilas terminais do NTC e a HAp, que sera discutida
mais adiante.

Apbs o processo de mineralizagdo ¢ de fundamental importancia a limpeza da
amostra para retirada de residuos ¢ a purificagdo do material para evitar
contaminagdes e falsos resultados. A extracdo de impurezas residuais como sal,

NaCl e acido, HCI, deve ser feita por lavagem. Como o sal e o 4cido ndo estdo

adsorvidos na superficie dos NTC, eles se diluem na agua e sdo eliminados da matriz.
Para confirmar a inexisténcia de acidos livres, sempre deve ser conferido o pH da
solucdo de lavagem, onde ao final do processo é necessario que ela esteja neutra.

No trabalho realizado por Haddon, ele relata um experimento de mineralizagéo
com NTC funcionalizados em solu¢des e substratos. Ele mostra que as cargas
positivas atraem o ions de Ca’" e sdo um precursor de crescimento auto organizado,
formando largas camadas de HAp sobre os filmes de NTC funcionalizados®. Os
nossos resultados podem ser comparados ao dele, porque ambos promovem a

formacdo de HAp auto-organizada sobre matrizes nanoestruturadas.
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Durante os experimentos foi observado que a agitacdo da solucdo interfere na
formacdo de HAp. Quando a solucdo contendo NTC esta sob agitacdo a HAp cresce
de forma particulada, e quando a solucdo permanece estatica ¢ formada uma espécie

de filme sobre o NTC com largas placas. Como mostrado na figura 7-6 as setas

mostram na figura 7-6a as placas de HAp e na figura 7-6b as particulas de HAp.

.

Figura 7-6: Comparacdo de formacdo de HAp sobre substrato de Si linha a) sem
agitagdo e linha b) sob agitagdo com as respectivas ampliacdes.

Nas duas situagdes, acima descritas, sdo formados cristais de CaH(PO,),

Ca,(PO,),(OH)e Ca,(PO,),(OH), com estrutura mais particulada do que as

estruturas formadas pela mineralizagdo feita sob agitacao.
Podemos concluir desta primeira parte da mineralizagdo que os NTC sdo

otimas matrizes indutoras de cristalizagdo de HAp, mesmo em solugdes fisiologicas,

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



164

estes resultados viabilizam a aplicabilidade dos NTC em compositos para
proliferacdo dssea, e consequentemente aplicacdo em seres vivo.

Como ja foi mostrado, o NTC promove, ao compdsito, resisténcia mecéanica,
térmica entre outras. Além disto, o colageno pode ser usado como arcabougo de
particulas por ele ser um agente de unido responsavel pela prevengdo da migragédo
dessas particulas, até sua incorporacdo. Usualmente, a matriz de coldgeno ¢ utilizada
como suporte mineral, onde a HAp é agregada em sua estrutura com o objetivo de
substituir a proteses ceramicas atualmente utilizadas devido as otimas qualidades
desse material.

Visando a aplicabilidade do compdsito desenvolvido durante nossos estudos
foi repetido o processo de mineralizacdo utilizando como matriz os compdsitos e
colageno. Felizmente, neste caso, também foi possivel observar a precipitacdo de
particulas de HAp sobre as matrizes como foi observado na figura 7-2 favorecendo
nosso estudos.

O estudo sistematico do processo de mineralizagdo do biocompdsito foi
iniciado de forma similar ao dos NTC ja relatados. A unica diferenga entre os dois
métodos foi a utilizagdo de uma amostra para cada tempo de deposicdo. Este
procedimento foi realizado para que ndo houvesse interferéncia nas medidas pela
fragmentacdo da amostra.

Durante a primeira semana foi possivel identificar nas micrografias particulas
precipitadas de HAp sobre o compdsito, porém elas nao sdo encontradas nas matrizes
de colageno, como pode ser observado na figura 7-7a ¢ b. As amostras de colageno
necessitam um tempo mais prolongado para que a HAp comece a precipitar sobre a
matriz. Em quatro semanas, o composito e o coldgeno se apresentam totalmente
mineralizados, igualando a cristaliza¢cdo das duas matrizes. Como pode ser observado
na figura 7-7c e d € possivel visualizar ainda a formagdo de alguns cristais sobre as

matrizes de composito.
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Figura 7-7: Comparacédo morfoldgica de HAp em a) coldgeno imerso por lsemana e c)
coladgeno imerso ha 4 semanas e b) compoésito imerso a lsemana d) compdsito imerso por
1semanas

Na primeira semana de deposicdo foi feita uma analise elementar do
composito e do colageno, onde em ambas as matrizes foi possivel identificar a
presenca de calcio e fosforo. As analises de raios-X, realizadas nas amostras com
periodo de deposi¢cdo de 4 semanas, confirmam a formagdo de estruturas de HAp
tanto na matriz de coldgeno quanto na de composito. Sendo que todas as duas sdo

compostas por HAp, no colageno a fase predominante ¢ a Ca,(PO,),(OH), e no
composito foi possivel identificar as fases Ca,,(PO,),(OH), e Ca,(PO,),(OH)da HAp
e o CaH(PO,)como pode ser observado na difragdo de raios —X mostrado na figura

7-8 (a) e (b).
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Figura 7-8: Difracdo de raio-X das m

atrizes de a)coldgeno e b) composito.

As amostras de coldgeno e compdsito mineralizados foram submetidas a

espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) representada pela figura 7-9. A

analise deste espectro mostra que os picos referentes aos modos vibracionais das

proteinas presentes na estrutura do coldgeno diminuiram ou se extinguiram e novos

modos de vibracdo foram visualizados.

referentes as freqiiéncias de vibragéo

amida ii e iii freqiiéncia de vibracdo

Sdo encontradas nos espectros picos
de estiramento CH (~2962 e ~2902 cm-'),
(~1450,1402,1350,1250 cm'l), vibracdo de
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grupo funcional POy, (~1093-1080 cm™), estiramento ions fosfatos PO’ ~1006 —
1050 cm ' e ~659 cm™', P-O-C em torno de 1050 cm™'. A vibragio referente a OH™ da
ligagdo P-OH estdo em ~870cm’', as do HPO4 ~1150 cm’'e a vibragio assimétrica do

PO, ~1107 cm™".
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Figura 7-9: Espectro na regido do infravermelho para estrutura do colageno e do
compadsito.
A caracteristica fundamental da HAp em espectros de infravermelho sdo as

bandas do POy constituidas pela deformacdov, O-P-O em 475 cm™', deformagio
assimétricav, em 576 cm’' ndo visiveis neste espectro e modos de deformagio
simétricav, em ~605 cm™' e deformagdov, P-O em ~975 cm™ e deformagiov, P-O

em ~1086 cm™ e grupos OH em ~630 cm™,

Como as principais vibragdes do fosfato estdo presentes nos espectros das
amostras de colageno e compdsito apds mineralizacdo fica comprovado a presenga de
fosfatos nas matrizes, como mostrado no difratogramas de raio-X. Devido as

interagdes do colageno ¢ dos NTC com a HAp ndo é possivel confirmar o
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entrelacamento da tripla hélice do colageno apds a mineraliza¢do, porém a imersao
do colageno ou do composito, em solugdo com pH neutro, ndo influéncia na
estruturagcdo do colageno no que diz respeito ao entrelagamento da tripla hélice. Esta
afirmacdo foi comprovada por testes de solubilidade, similar ao apresentado na se¢do
anterior. As amostras permanecem integras na solu¢do de mineralizagdo por um
periodo de 4 meses.

Em sintese, o composito de colageno: NTC com HAp (similar aos ossos de
seres vivos) pode ser sintetizado a partir do sistema auto organizado entre as
superficies de composito ¢ da solucdo promotora de HAp em solugdo fisiologica. O
resultados obtidos pela imersdo dos materiais na solugdo composta de ions célcio e
fosfato promovem a indug¢do de HAp e mostram que ha uma deposi¢cdo heterogénea
sobre as nano estruturas tanto dos NTC quanto dos compositos. Estes, possivelmente,
poderdo ser utilizados para implantes em estruturas Osseas para promover a
osteointegracao.

A interacdo das estruturas de colageno e HAp pode ser explicada, geralmente
por analise de espectroscopia na regido do IR. Essa interagdo entre o coldgeno e a
HAp foi mostrada no trabalho de Masanori Kikuchi e colaboradores®. Neste trabalho,
os autores colocam a interacdo interfacial como responsavel pela ligacdo do colageno
com a HAp. E assumido que a orientacdo dos cristais de HAp sdo automaticamente
determinados pelas caracteristicas estruturais da propria HAp. Esta orientacdo ¢
coordenada pelos ions de Ca*" da HAp em conformagio a molécula de colageno. De
acordo com a estrutura do HAp, o Ca’" aparece como o ponto de orientagdo de
crescimento de sua estrutura cristalina. As coordenadas de Ca sdo perpendiculares a
um eixo de crescimento de HAp, e conseqiientemente, a interacdo do Ca com grupos
carboxilicos dissociados da superficie do colageno é permitida. Apesar dos grupos
carboxilicos poderem girar livremente por serem terminagdes molecular, quando o
segundo Ca’" interage com ele se orienta perpendicularmente a molécula do colageno

Este mecanismo pode ser visualizado na figura 7-10.
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Scheme 2. Schematic Diagram of the Ezlations between
Carbon Nanotubes and HA Crystals in the AMineralized
Bundle
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Figura 7-10: Desenho esquematico da relagdo entre a interface do composito de HAp e

. 8
Colageno-.

O mesmo procedimento deve ocorrer também com os feixes de NTC
carboxilados, isto é, o Ca interage com a carboxila que esta ligada ao NTC. Outra
interagdo possivel é a nucleagdo heterogénea, onde a nucleacdo primaria ¢ iniciada por
particulas suspensas de substancias, que ndo o soluto, uma vez que particulas solidas estdo
invariavelmente presentes. O mecanismo da nucleag@o primaria se da por adsor¢ao do soluto
nas superficies das particulas solidas. Neste caso a teoria de nucleagdo nuclear classica ndo
consegue descrever a formagdo cristalina, pois, ela ocorre em escala atdmica. Isto é, o
tamanho da molécula responsavel pela primeira interagdo ¢ um atomo. Sendo assim as

particulas estaveis crescem em forma de cristais como esquematizado na figura 7-11 sobre os

NTC.

HF — >

CIFE;)w_fgr‘upn funcianal
(] L,

AL AL AL A1 LA
T bt o o kb e e ot

Figura 7-11: Desenho esquematico da relagdo entre a interface do NTC e da HAp.
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Portanto, no que se diz respeito ao crescimento de HAp sobre colageno, ocorre
uma interagdo entre os ions Ca e as carboxilas presentes na superficie do colageno e
a partir desta interacdo, os ions fosfatos sdo atraidos por estes primeiros e ligam-se
quimicamente formando entdo cristais de HAp. Quanto aos NTC, o0 mesmo processo
pode ocorrer, pois ¢ sabido que a curvatura da estrutura do NTC também influéncia
na interacdo de moléculas ou grupos funcionais que entram em contato com o0s
mesmos.

Durante a mineralizacdo, todas as amostras testadas foram excelentes matrizes
de deposicdo mineral, entretanto, podemos destacar para aplicacdes em testes
biologicos, o composito por suas caracteristicas estruturais e mecanicas. Dentro do
organismo, a porosidade da matriz vai deixar passar de uma extremidade a outra o
fluido corporal necessario para os processos de regeneragdo de tecidos,
osteointegragdo, oOsseo indugdo, entre outros. Como os testes in vitro foram
realizados em solucdo fisioldgica, a baixa concentracdo de Ca e P, possivelmente,
dentro do organismo ocorrerdo comportamento similar ao que diz respeito a
mineralizagdo. Basta saber se o material serd rejeitado, possivelmente isto ndo vai
ocorrer, pois todos as matérias primas para sintese do compodsito sdo
comprovadamente biocompativeis o que o diferencia dos demais compodsitos

utilizados para implantes nos dias de hoje.

7.2.Teste in vivo

O compdsito de colageno e nanotubos de carbono ¢ um avango tecnoldgico por
possuir uma superficie quimicamente ativa que interage com o organismo, € que
busca nele fatores de crescimento que aceleram a osteogénese ¢ a producdo de uma
interface entre implante e 0sso, isto é, uma osteointegragdo mais rapida.

A superficie hidrofilica do compoésito, junto aos grupos funcionais adsorvidos
a elas, aumenta processo de osteointegragdo, por serem estas, as caracteristicas de
materiais osteocondutores. Os grupos funcionais ativos como hidroxilas, carboxilas e
fosfonatos, quando entram em contato com o sangue resultam em uma interacdo forte
que inicia a adesdo de plaquetas para formacdo de codgulos e a interacdo com ions de
calcio, liberados por enzimas.

O nosso teste in vivo foi realizado na Clinica Veterinaria Professor Israel,

localizada na Rua Piaui, n°. 1567, bairro Funcionarios na cidade de Belo Horizonte
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em Minas Gerais pelo veterinario Luiz Fernando Ferreira em um experimento piloto.
Foi feito um implante em um cachorro, de pequeno porte, que tinha sofrido um
acidente que provocou uma fratura com perda dssea, irrecuperavel sem o uso de um
implante. Durante a cirurgia foi utilizado um pino de titanio para que o espago entre
as extremidades oOsseas fosse mantido, uma vez que o compoésito ndo € auto
suportavel, e envolto a este pino foi colocado o compdsito feito com colageno e NTC
funcionalizados com grupos fosfato (CNT-P). Este composito, durante o
procedimento entrou em contato como o liquido medular. Nos implantes, para
regeneragdo ossea, sempre devem ser feitas intervengdes que permitam a exposigdo
da medula oOssea. Esta medula tem uma vascularizagdo importante, rica em
osteoblastos e células mensicrinais que provoca osteogénese, osteoindugdo e
osteoconducdo perfeita. Durante a cirurgia, quando o implante ¢ colocado sua
propriedade hidrofilica logo pode ser observada, uma vez que o implante atrai o
sangue diretamente para os poros do compdsito. Devido a sua porosidade, o
compoésito apresenta maior area superficial comparado a outros materiais
implantaveis como titanio e hidroxiapatita cristalina.

A figura 7-12 mostra alguns passos da cirurgia por fotos, que ilustram o
composito antes de ser implantado (figura 7-12a), a distancia entre as extremidades
osseas (figura 1-12b) e o compdsito ja adicionado em torno do pino de titanio (figura

7-12).

clrurgla

Figura 7-12: Passos da cirurgia em fémur de céo.
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Este tratamento foi acompanhado radiograficamente durante 1 més e confirma
a eficiéncia da mineralizacdo. O compdsito, transparente a raio-X, ndo aparece nas
primeiras radiografias, como pode ser visualizado na figura 7-13a, onde ¢ possivel
verificar a disposicdo fratura Ossea e a distancia entre as extremidades dos o0ssos
sustentada por pino de titdnio. Em 1 més, a fratura decresceu significativamente, a
area, antes sem preenchimento, agora estd radio-opaca, como pode ser observado na
figura 7-13b. Podemos também observar nesta figura, que o pino de Ti estd rompido,
pois no meio do tratamento o cachorro sofreu nova lesdo, e foi imobilizado até a
finalizacdo deste periodo. Este fato prejudicou a andlise do restabelecimento dsseo,

porém ¢ possivel observar que ocorreu mineralizagdo no local da lesao.

fratura

BN

pino de Ti
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Figura 7-13: Radiografias para acompanhamento de reestruturacdo 0ssea. a ¢ b
primeiro dia, ¢ e d trinta dias apds a cirurgia.

A utilizacdo do composito com NTC-P como matriz de deposi¢cdo se mostrou
eficiente no teste piloto, o restabelecimento do paciente foi em média duas vezes
mais rapido do que com implantes de ossos moidos e promoveu a osteointegragao, o
que ndo ocorreu em implantes como os de titdnio. Para este caso, somente o implante
metalico ndo seria capaz de promover a osteointegracdo devido a distancia entre as
extremidades dos ossos. Nos casos em que uma lesdo ocorre com perda de segmento
0sseo ou ocorre uma lesdo séria que necessitam remocdo dssea, ndo ha possibilidade
de reparacdo por nao haver formacao do calo, sem o preenchimento adequado.

As caracteristicas distintas do composito, isto €, sua propriedade superficial
quimioativada pelos grupos funcionais adsorvidos em sua superficie, e sua grande
area superficial proporciona adsor¢do direta de proteina. No contato inicial com o
sangue, que forma uma densa camada de proteina, as plaquetas aderem a esta
superficie ¢ sdo ativadas. A liga¢do continua e acumulativa destas plaquetas ¢
essencial para a integracdo do implante junto com a formag¢do de matriz ndo
mineralizada e mineralizada, assegurando a estabilidade 6ssea do implante sua
cicatrizacdo rapida.

Através deste teste piloto podemos concluir que o compoésito proporciona a
mineralizacdo da matriz dentro do organismo. Podemos observar que a
hidrofilicidade do material ajuda na conexdo entre as extremidades da fratura,
fazendo com que o sangue medular tenha uma passagem direta de uma extremidade a
outra, possibilitando assim o contato do compdsito com o Ca presente no sangue ¢ a

posterior mineralizagdo do mesmo. Nada se pode concluir sobre a fun¢cdo do NTC-P

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



174

no compdsito com relagdo a mineralizagdo. Porém ¢ importante enfocar que o
composito ndo provocou reagdes inflamatorias prejudiciais e pode ser considerado
biocompativel e osteoindutor.

Novos experimentos estdo sendo realizados no ICB com colaboragdo da
professora Tarcila. Nestes experimentos foram feitos implantes em calvaria de ratos
para estudar o efeito do compoésito e sua mineralizacdo dentro do organismo e
verificar a osteointegragdo e possiveis reacdes inflamatorias devido ao contato do
composito com os tecidos do organismo vivo.

A observacdo de tecidos no microscopio otico € feita por laminas de tecidos,
como os orgdos sdo grandes, ¢ necessario que este tecido seja submetido a cortes
finissimos, passando por diversas etapas como desmineraliza¢do, e processamento do
material com embutimento em parafina que, por fim, geram laminas com preparados
histologicos permanentes. E também comum a utilizagdo de corantes que destacam
determinadas partes das células. Essas ladminas entdo podem ser finalmente
observadas ao microscopio 6tico. A analise histologica das amostras, onde foi feito o
implante em falhas 6sseas evidenciou no primeiro periodo de sacrificio, tecido dsseo

com grande quantidade de area de inflamacdo. Como podem ser vistas na figura 7-14.
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Figura 7-14: Fotomicrografias das regiGes implantadas com a) controle b) colageno c)
compoésito COOH - As setas menores indicam a area de ossificacdo, as setas maiores indicam os
limites do defeito 6sseo, As setas brancas indicam o colageno:nanotubo carboxilado, a area
delimitada indica o tecido conjuntivo com intenso infiltrado inflamatério.

O resultado da histologia da implantagdo dos nanotubos em defeitos dsseos na
calvaria de ratos, em inferéncia aos dados preliminares, apresenta um problema em

relagdo ao tempo no qual o material permaneceu implantado, uma vez que em a
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avaliagdo em um periodo apresenta grandes areas de inflamagdo. O ideal seria avaliar
o mesmo procedimento em periodo mais posterior quando a ossificacdo estaria mais
avancada e haveria menos inflamagio.

A impressdo ¢ que a area de inflamacgdo e também a area de formacdo Ossea
aumentam com a coloca¢do do nanotubo. No controle tem também area consideravel
de ossificacdo, mas a formacdo parece mais desorganizada e menor que nos outros

grupos.
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8. Conclusao

Neste trabalho, estudamos a incorporacdo de NTC em matrizes de colageno
para a obtencdo de um biocompoésitos para reparacdo ossea. O primeiro passo para a
obtengdo deste compodsito ¢ a extracdo do colageno e a sintese de NTC em larga
escala.

Para a sintese dos NTC foram estudados diversos catalisadores suportados em
matrizes cerdmicas, entre eles o que mais se destacou pela producdo de grandes
quantidades de NTC por deposigdo quimica da fase vapor foi o catalisador de
Fe:Mo/MgO. Este catalisador ¢ um material multifasico que apods processo de
calcinagdo a temperaturas na faixa de 500 a 750°C é composto pelas fases Fe;.Mg,O
e MgFe,04. Na faixa de temperatura acima descrita este catalisador produz NTPM.
Em temperaturas na faixa de 775 a 900°C observamos que a fase sélida Fe; (Mg O se
decompde em MgO, MgFe,O4 e Fe;xMosO, gerando nanoparticulas de Fe com
didmetro menores que 20 nm. Nesta faixa de temperatura sdo produzidos NTPS. O
processo de producdo de NTC via CVD possui grande eficiéncia para produgdo de
NTPS ou NTPM. Este processo permite gerar até 5,0 g de CNT os quais apos
processos de purificagdo resulta em no minimo 2,5 g de nanotubos de carbono com
pureza de 96%. Nesta tese, NTPS foram sintetizados via arco elétrico utilizando
catalisadores de C/Ni/Y e C/Co/Ni. Os NTC gerados neste processo apresentam se
em feixes, com didmetro de aproximadamente 1,4 nm e com baixo conteudo de
carbono amorfo como impureza majoritaria que apds processos de purificagdo atinge
indice de pureza de até 99% .

Os NTC sintetizados no laboratério foram submetidos a varios processos de
funcionalizagdo quimica visando aplicagdes biologicas especificas.

Todas as funcionalizagdes demonstraram grande eficiéncia de solubilizagdo
dos NTC, cuja solubilidade variou entre 0,1 a 0,8 mg/ml, sendo os de maior
solubilidade os NTC-L-alanina e os de menor os NTC fosfonados. Os processos de
funcionalizagdo com alto poder oxidativo deixam os NTC mais curtos e fracamente
funcionalizados. Estes NTC picotados podem ser funcionalizados com biomoléculas

e foi demonstrado que estes sdo eficientes carreadores intracelulares.

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



179

O processo de extragcdo de colageno de tenddes da cauda de ratos resultou em
um gel de colageno e agua constituido de arranjo em tripla hélice com uma
concentragdo entre 2 ¢ 5 mg/ml.

O composito aqui desenvolvido foi obtido pela mistura simples entre colageno
e NTC diluido em agua que apds processo de secagem por liofilizagdo se torna um
biomaterial nanoestruturado. Verificamos que, quanto maior a quantidade de NTC
acrescentada ao coldgeno, maior a estruturagdo do material. Foi possivel notar grande
alteracdo do tamanho dos poros, sendo que estes diminuem com o aumento da
concentracdo de NTC. Podemos concluir que os NTC agem como reforgo na matriz
de colageno proporcionado a ele, maior temperatura de desnaturagdo passando de
50°C no coldgeno para 85°C no compdsito; proporciona maior resisténcia mecéanica
tornando o compodsito pelo menos duas vezes mais resistente do que o colageno.
Observamos também que uma maior concentracdo de NTC no compoésito aumenta a
estabilidade deste em meio aquoso.

Experimentos de mineralizacdo mostraram que a imersao dos NTC, colageno e
biocompositos em solugcdo composta de ions calcio e fosfato promovem uma indugéo
seletiva de formacdo de HAp sobre estes novos arranjos fibrilares. Sendo que a partir
de uma semana ja é possivel observar pequenas formacgdes cristalinas sobre estes
materiais € em quatro semanas, eles se apresentam com as fibras totalmente cobertas
com HAp.

Estudos de toxicidade e biocompatibilidade apresentaram resultados que
qualificam os NTC e os compositos para utilizagdo em aplicacdes biologicas. Testes
in vivo mostraram que o compo6sito com NTC-P se mineralizam dentro do organismo,
ndo provocando reagdes inflamatorias prejudiciais, porém ndo ¢ possivel concluir se
ocorre osteointegracdo no implante. A osteoindug¢do em implantes de colageno e
composito na calvaria de ratos segue aparentemente a seguinte ordem de formacdo
ossea: Controle<colageno<compodsito. A andlise histolégica de sec¢do da calvaria
apresentou uma extensa area de inflamagdo para todos os implantes este resultado
indicou apenas que a biomineralizagao foi maior implantes com NTC.

O biocomposito colageno: NTC foi capaz de promover a osteoinducdo e

mineralizagdo de estruturas extra e intracorporeas.
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A. Anexo

1. Caracterizacgdes utilizadas

Diversas técnicas foram utilizadas para a caracterizacdo das amostras obtidas,

conforme descrito a seguir:

1.1. Microscopia de forgca atomica.

Utilizou-se microscopio Nanoscope IV (Veeco) do Laboratério de Nanoscopia
do Depto. de Fisica da UFMG para a realiza¢do de imagens microscopia de forca
atdmica no modo intermitente (tapping mode). Esta técnica foi utilizada para a
caracterizagdo rapida e direta das amostras de NTC depositados sobre substratos,
incluindo a analise estatistica do seu didmetro ¢ comprimento.

Preparacdo das amostras:

Para preparar as amostras deve ser feita uma solugcdo aquosa de nanotubos
funcionalizados com baixa concentracdo centrifugada a 7000 RPM durante 30 min. (a
solugdo deve ficar com aspecto acinzentado).

Os substratos devem ser tratados para ficarem hidrofilicos, para isto ¢
utilizada uma solug¢do de aminopropildisilane 0,1 M, em substratos previamente
limpos com banho de acetona e alcool isopropilico, cada um com duragdo de 5-10
min em ultra-som. Os substratos devem ficar imersos na solugdo amina por 5 min ¢
secos com um sopro de gas inerte. Os substratos de silicio ou mica que foram
recobertos com amina e os que nao foram utilizados no momento devem ser lavados
com alcool isopropilico, quando forem utilizados. Para isto, os substratos devem
ficar mergulhados por aproximadamente 5 min e depois disso devem ser secos por
um sopro de gas inerte. A amostra deve ser preparada imergindo o substrato na
solugdo de NTC por 20 minutos ¢ posteriormente mergulhados em agua deionizada
para lavar. Logo apods, os substratos com nanotubos devem ser secos em estufa a
120°C por 30 min. Outra forma de se preparar as amostras ¢ colocar gotas da solugdo
de NTC sobre o substrato e seca-los em estufa a 120°C por 30 min. As amostras de
nanotubos curtos foram preparadas dispersando-os em agua por ultra-sonificagdo por

aproximadamente 30 minutos. A soluc¢do foi entdo ultracentrifugada por 5 minutos a

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



181

13.900 rpm e o sobrenadante depositado sobre mica clivada e seca a estufa a 70°C

por 12 horas. As imagens de AFM foram feitas no modo contato intermitente.

1.2. Microscopia eletrénica de varredura.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada rotineiramente
para a obten¢do de imagens das amostras produzidas, principalmente das amostras de
nanotubos sintetizados sobre suporte de o6xido. Em geral, para facilitar a
visualizacdo, as amostras eram recobertas com uma fina camada de ouro (~20 nm)
usada para aumentar o contraste. Utilizou-se o modo de elétrons secundarios, com a
energia do feixe incidente variando de 15 a 30 kV. O MEV foi feito em um
equipamento JEOL 840 A.

Preparacdo das amostras:

Em suporte apropriado devem ser coladas fitas dupla-face de carbono ou outro
material condutor, ¢ colocado sobre elas um pouco de NTC. Em algumas amostras ¢é
necessario colocar sobre a amostra uma camada de ouro para melhorar o contraste.

Esta camada deve ser fina o suficiente para ndo promover interferéncia na topografia

0
da amostra. Geralmente ¢ colocada uma camada de alguns angstroms (A ).

1.3. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi utilizada para a rdpida identificacdo da qualidade
das amostras de NTC. Um espectro tipico de uma amostra de NTC possui em geral
duas bandas bem caracteristicas: a banda G, centrada em cerca de 1580-1590 cm™’,
associada a modos de vibragdo tangencial da grafite, e a banda D centrada em cerca
de 1530 cm’', associada a defeitos e/ou desordem. A analise da forma, posicdo e
intensidade relativa destas bandas permite a identificacdo da presenca de NTPU e/ou
NTPM bem como o grau de impureza (carbono amorfo) e/ou defeitos nas amostras.
Além disso, o espectro Raman de NTPU apresenta um modo de vibracdo radial na
regido de 100 a 400 cm'. A energia deste modo ¢ inversamente proporcional ao
diametro dos nanotubos, o que permite a estimativa do didmetro dos mesmos. O
espectro Raman foi obtido usando laser de argénio com comprimento de onda 514
nm em um espectrometro com trés grades de reflexdo (DILORXY) ver anexo o

detalhamento sobre a técnica.
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Preparacdo das amostras:

Uma porg¢do dos NTC deve ser colocada sobre uma lamina de micrografia, de
tal forma que a superficie superior tenha se¢des planas. Para isto, pode-se utilizar
uma outra ldmina para prensar, fazendo uma espécie de sanduiche e retira-la logo em
seguida. De outra forma, pode ser feita uma soluc¢do saturada com alcool isopropilico

e pingar gotas sobre a ldmina, deixar secar e fazer as medidas.

1.4. Anélise termogravimétrica

As técnicas de andlise termo-gravimétrica (TG), e andlise térmica diferencial
(DTA) também foram utilizadas para a caracterizagdo das amostras de NTC. Estas
técnicas (TG e DTA) permitem quantificar as formas de carbono presentes nas
amostras ¢ impurezas. Na técnica de termogravimetria (TG) as curvas de
aquecimento variam de 20 a 800°C, com uma taxa de 10°C/min, em atmosfera de ar
seco.

Preparacdo das amostras:

Devem ser pesadas de 0,5 a 3 mg de NTC e colocados dentro de cadinhos de

alumina apropriados para o equipamento.

1.5. Espectroscopia na infravermelho (modo transmisséo).

A Espectroscopia de Infravermelho foi utilizada para a rapida identificacdo
das funcionalizagdes em amostras de NTC. Os espectros de infravermelho foram
obtido pelo espectrometro FTIR da marca Nicolet-Nexus 470 equipado com um
microscopio, fonte de SiC, divisor de feixe KBr e detector MCT. As amostras foram
medidas no intervalo de freqiiéncia de (400-4000) cm™', com resolugéo espectral de 4
cm™ e 64 scanners.

Preparacdo das amostras:

Devem ser pesados 150 mg de KBr e 10 x#g de NTC e macerados em um pildo

com temperatura maior que a ambiente ~ 45°C para ndo haver adsor¢ido de agua até
obter mistura homogénea. Esta mistura devera ser prensada em um pastilhador com
pressdao de ~5ATM. Deve-se tomar cuidado para que a pastilha tenha a mesma
espessura em toda a seccdo e que ndo tenha manchas brancas ou negras, isto €, as
pastilhas devem ser totalmente transparentes a luz visivel ou ter um aspecto um

pouco acinzentado.
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Também pode ser utilizado substrato de silicio intrinseco <111>, transparente
aos raios infravermelhos. Para isto, o substrato deve ser limpo com acetona para
desengordurar e alcool isopropilico para tirar outros residuos, ambos com banho em
ultra-som de 5-10 min, e secos com um sopro de gas inerte.

A utilizacdo do substrato para preparagdo da amostra ¢ dada da seguinte
forma:

O substrato ¢ colocado sobre uma chapa aquecedora com temperatura de
~150°C ¢ sobre ele uma gota de solugdo de NTC previamente preparada. Podem ser
colocadas no mesmo substrato varias amostras. Porém, deve-se tomar cuidado com
contaminagdes cruzadas, que podem ocorrer caso sejam usados o mesmo conta gota
ou a mesma ponteira de micropipeta para diferentes funcionaliza¢Oes sem a lavagem
apropriada, ou se no substrato for colocada uma gota sobre a outra ou eclas se
interceptarem. A contaminacdo também pode ocorrer durante a suspensdo quando
forem utilizados recipientes plasticos, de poliacrilato ou outros que soltam residuos

quando ultra-sonificados.

1.6. Microscopia eletrénica de transmissao

A Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) foi feita em amostras
diversas de NTC para verificar sua morfologia. O MET foi realizado no Laboratoério
Nacional de Luz Sincroton (LNLS-Brazil) com 300 kV HRMET (JEM 3010 URP).

Preparacdo das amostras:

As amostras para analise foram preparadas pela professora Karla Balzuweit e
pelo professor André S. Ferlauto do Departamento de Fisica da UFMG através de
ultra-sonificacdo colocando o nanotubo de carbono em etanol e colocando algumas

gotas da solu¢cdo em uma grade de carbono de “lacey” comercial.

1.7.Preparacdo de amostra para medida de solubilidade.

Deve ser feira uma solucdo supersaturada de NTC agitando em ultra-som por
meia hora ou até que a solucdo esteja bem dispersa. O recipiente onde a solugdo foi
ultra-sonificada deve ficar em repouso por 8h aproximadamente. A solugdo deve ser
retirada sem que os nanotubos precipitados ressuspendam. A solucdo deve ser
quantizada para estabelecer o percentual entre soluto e solvente. Os detalhes da

medida foram descritos no capitulo referente a funcionalizacao.
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B. Anexo

1. Toxicidade

A utilizagdo de NTC em aplicagdes bioldgicas tem sido objeto de estudo de
varios grupos de pesquisa, onde em qualquer uma delas sua funcionalizagdo ¢
crucial. Existem basicamente quatro areas onde os NTC podem ser utilizados de
forma relevante na engenharia de tecidos. Como marcador de células, comportamento
sensitivo de células, ampliador de atividade celular, matriz de crescimento de
tecidos.

Os NTC quando colocados em compdsitos os modificam fazendo com que a
resisténcia a tensdo deste seja substancialmente aumentada. Esta caracteristica
viabiliza seu uso em implantes in vivo, como matriz reparadora de musculos, 0ssos ¢
outros tecidos. Os NTC também sdo propensos a formacao de hidroxiapatita (HAp), o
principal componente dos ossos. Os nanotubos funcionalizados podem auxiliar o
colageno durante a mineralizacdo dos tecidos, favorecendo a cristalizacdo de HAp
sobre o implante e restaurando o tecido 6sseo. Por isso, ¢ importante explorar este
assunto completamente tanto em relacdo a sua estrutura quanto aos efeitos toxicos
deste novo material em rela¢do aos seres vivos.

Nos comegamos ilustrando o uso potencial dos nanotubos em dispersdes ¢ a
sua posterior utilizagdo em compositos de colageno e NTC. Porém, o manuseio deste
material ¢ de suma importancia e os trabalhos relacionado ao sistema respiratorio
realizados por Julie Muller! et.al. intitulado: Respiratory toxidade of carbon
nanotubos: How worried should we be? mostra que é possivel determinar particulas
inaladas dentro do pulmao, principais aquelas indutoras de toxicidade. Os primeiros
estudos realizados examinaram a toxidade respiratéoria de NTC em cobaias. Os
resultados indicam que a presenca de NTC nos pulmdes pode exercer uma toxicidade
séria, manifestada entre as cobaias, como reacdo inflamatéria e fibrotica. Estes
estudos mostram que em prol da saide humana devem ser usadas medidas
preventivas e protetoras estritas. O estudo de H. Grubek-Jaworska ¢ colaboradores
em Preliminary results on the pathogenic effects of intratracheal exposure to one-
dimensional nanocarbons? também mostra que a inala¢des de nanotubos pode causar

uma resposta inflamatoria do pulmdo. A exposicdo a solugdes contendo NTC
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administradas no tecido do pulmdo causou pneumonia em todas as cobaias vindo
comprovar o primeiro estudo aqui citado.

Nas areas biomédicas os NTC apresentam um outro grande desafio, a
biocompatibilidade®. Para os nanotubos serem usados com sucesso para implantes
biomédicos, biosensores, transporte de drogas e vacinas € necessario conhecer sua
compatibilidade biologica. Diversos biomateriais compostos de carbono tem
demonstrado excelente biocompatibilidade e grandes vantagens em aplicacdes em
dispositivos biomédicos. Entretanto, no caso dos NTC e fullerenos, tem sido
agregada uma alta toxidade em testes in vivo®. Porém, poucos estudos foram
realizados até o momento nestes topicos e os trabalhos ja existentes mostram-se ndo
conclusivos e até mesmo contraditérios. E interessante notar que, segundo alguns
trabalhos preliminares, os nanotubos puros apresentam toxicidade in vivo e in vitro,
enquanto os NTC quimicamente funcionalizados apresentam uma boa
compatibilidade biolégicaS. A citotoxidade do NTPS ¢ observada, geralmente,
através de teste com macrofago alveolar (AM) ap6s uma exposicdo de 6 h in vitro. A
citotoxidade aumenta com o aumento de dose de NTPS. A citotoxicidade segue
aparentemente uma ordem da seqiiéncia em uma base maci¢ca: NTPS > NTPM 10 >
quartzo > C60. Os nanomateriais de carbono com estruturas geométricas diferentes
exibem uma citotoxidade ¢ uma bioatividade completamente diferentes in vitro,
embora ndo possam exatamente ser refletidos na comparagao da toxicidade in vivo.

Por outro lado no trabalho de Singh R e colaboradores*foi verificado que os
NTC ndo apresentam toxicidade e ndo permanecem retidos no sistema sanguineo. O
autor diz que a maioria das aplicagdes clinicas possiveis indica a compatibilidade dos
NTC, porém ainda existem aspectos a serem explorados. Neste trabalho, o autor
mostra que os CNT soluveis em 4gua funcionalizadas com um radiotragador
aplicados em uma via intravenosa nao ficaram confinados em nenhum 6rgédo do corpo
(figado) sendo excretado por via urinaria em um periodo (meia vida) de trés horas, o
que evidencia um potencial uso clinico dos NTC em aplicagdes terapéuticas e de
diagnosticos.

O trabalho de J. Chtopek a et. al’ mostra testes celulares que foram realizados
para estudar o biocompatibilidade dos NTPM. A viabilidade dos fibroblastos, dos
osteoblastos e das concentragdes do osteocalcio em culturas de osteoblastos na

presenca dos nanotubos foi examinado, bem como, o grau de estimulacdo das células,

Tese Doutorado Edelma Eleto da Silva



186

baseado na quantidade de tipo de radicais livres liberado do colageno e do oxigénio.
O aumento da viabilidade das células examinadas no contato com os nanotubos
provocou um aumento ligeiro da formagdo do colageno e a reducdo de indugdo de
radicais livres. Estes resultados mostram que os NTC tém uma boa
biocompatibilidade.

Os NTC tém sido utilizados, também, como carreador de substincias para
dentro da célula na transfeccdo celular. Para exercer esta funcdo varias proteinas
adsorvem aos NTC espontaneamente e sdo transportadas para dentro das células com
os NTC funcionalizados, como em um transporte via fagocitose. Estando dentro da
célula, os conjugados de proteina-nanotubos podem atuar no citoplasma das células e
executar fungdes bioldgicas. A resposta desta funcdo é geralmente evidenciadas pela
inducdo da apoptoses por NTC transportados do citocromo C.

Nossos NTC passaram por alguns testes bioldgicos. Neles foram verificadas a
biocompatibilidade, a transfeccdo celular, transporte de oligonucleotideo para
inibicdo de apressorios, entre outros. Estes testes foram realizados em colaboragéo
com os pesquisadores do Departamento de biologia e tornaram-se objeto de estudo de
outros alunos e originardo duas dissertagdes, uma no Departamento de Morfologia,

outra no Departamento de Fisiologia ¢ uma tese no Departamento de Morfologia.

1.1.Efeito da adi¢do de nanotubos na viabilidade celular em uma cultura de

macrofagos murinos.

A toxicidade dos NTC foi estudada com a utilizacdo da técnica de avaliagao
da viabilidade celular por MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide). O MTT ¢ utilizado como indicador da viabilidade celular
através de sua redugdo dependente do metabolismo mitocondrial, gerando cristais de
Formazan no interior das células.

Para este ensaio sdo utilizados camundongos com 12 semanas os quais sdo
inoculados com solugdo de tioglicolato de sédio para estimular a migragdo de
macrofagos para a cavidade peritoneal, de onde sdo retirados, diluidos em meio de
cultura, centrifugados e ressuspensos em meio de cultura com concentragdo 2 X 10°
células por mL. A seguir, estas células sdo distribuidas em placas de ensaio com 96
pogos ¢ levados a estufa para a ades@o das células Apoés um tempo minimo de 3

horas, as placas foram lavadas duas vezes com meio de cultura para remog¢do de
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células mortas ou ndo aderentes. Depois desta etapa, o meio cultura ¢ adicionado nos
pocos com concentragdes variadas NTC, uma parte dos pogos e preenchida sem a
presenca de NTC como forma de controle. Estas placas preparadas sdo incubadas em
estufa de CO; por 24 ¢ 48h, depois deste periodo as placas sdo novamente lavadas
com meio de cultura e preenchidas com solu¢do de MTT diluido em meio de cultura
A placa ¢ novamente incubada durante 4h, durante este periodo as células vivas
metabolizam o MTT formando cristais de Formazan no interior das mesmas.

Para medir a viabilidade celular, a solugdo de MTT em meio de cultura ¢
retirada dos pocos e uma solu¢do de duodecilsulfato de s6dio (SDS) a 10 % em
dimetilformamida e agua (1:1) ¢ usada para lavar os pogos, lisar as células e
dissolver os cristais de Formazan. As solugdes obtidas com a lavagem dos pogos sdo
passadas para uma nova placa ¢ levada a um leitor de ELISA (Emax, Molecular
Devices) a 540 nm. Este leitor verifica comparativamente a concentracdo de
Formazan proveniente dos pogos incubados somente com os meios de cultura
(controle) e dos pogos que foram incubados com NTC. Quanto maior a quantidade de
Formazan maior a sobrevivéncia das células isto € maior a viabilidade celular. A
figura B-1 mostra histogramas de sobrevivéncia de células para NTPS e NTC

purificados e funcionalizados. A diferenga entre o meio ¢ o veiculo e a adigdo de

antibidticos.
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Figura B-1: Viabilidade celular.
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Estes dados mostram que a toxidade dos NTPM ¢ muito parecida com a dos
NTPS quando funcionalizados. Quando sdo comparados os NTPS e os NTPM
purificados verifica-se que os NTPM sdo menos toxicos que os NTPS e que os CNT
purificados também sdo menos toxicos que os NTC funcionalizados.

Os graficos de viabilidade de macrofagos peritoneais cultivados com os esses
nanotubos (figura B-1) mostram que a toxicidade dos NTC ¢ dose dependente e estes
sdo toxicos nas doses mais altas.

O método MTT, apesar de ser o método mais utilizado para medir a
viabilidade celular, ndo é o melhor método de medir sobrevivéncia de células em
contato com NTC. Os NTC interagem com o sal tetrazolium e esta interferéncia ndo
afeta a reacdo enzimatica, mas mascara a solubilidade do Formazan®. Portanto, este
resultado da uma estimativa qualitativa da viabilidade, mas ndo pode ser o Unico

meio de certificagdo desta viabilidade.

1.2.0 efeito dos nanotubos de carbono em solucdes para proliferacdo de

osteoblastos e producéo de fosfatase alcalina

Para verificar o efeito dos NTC em solugdes para proliferagdo de osteoblastos
e producdo de fosfatase alcalina sdo utilizados osteoblastos isolados de calvaria de
ratos Wistar recém nascidos. Estas células sdo colocadas em contato com os NTC em
placas com 96 pogos e sdo incubados por 72 horas em estufa de CO,, Para efeito de
comparagdo cada 3 pogos recebem 10 mg/l de NTC em meio de cultura e trés pogos
sdo preenchidos sem a presenca de NTC (controle). Apds este periodo é possivel
analisar a viabilidade celular e a capacidade de separacdo de colageno e fosfatase
alcalina via MTT.

No histograma mostrado na figura B-2, podemos observar que a formagao de
fosfatase alcalina em culturas de osteoblastos foi menor do que o controle para NTC
funcionalizados com acido nitrico e sulfurico ¢ para os NTPS-COOH. As demais
amostras de NTC funcionalizados apresentaram produ¢do similar ao meio de
controle, indicando que as células ndo perdem suas func¢des metabdlicas quando

entraram em contato com os NTC.
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Figura B-2: Producdo de fosfatase alcalina em culturas contendo NTC

A proliferacdo de osteoblastos foi verificada via MTT. No histograma
ilustrado pela figura B-3 podemos observar que os osteoblastos proliferaram em
solucdes contendo diferentes tipos de NTC funcionalizados sem grandes
diferenciagdes quando comparado com a proliferagio em meio fisiologico de
controle. No entanto, a proliferacdo de osteoblastos ¢ um pouco maior nos NTPS-
picotados. Este resultado indica que a viabilidade celular ndo foi alterada na presenca
de nenhum dos NTC funcionalizados ¢ houve uma alta proliferagdo de osteoblastos
na presenca de NTC.
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Figura B-3: Proliferacao de osteoblastos

No histograma da capacidade de secre¢do de colageno em meio de cultura
mostrado no figura B-4, verificamos que os osteoblastos na presenga de NTC tém

uma producgdo de coldgeno mais alta do que o controle para os NTPM
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funcionalizados com carboxila, sendo que os demais NTC tem uma produgdo de

colageno similar ao meio de cultura.
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Figura B-4: Secrecdo de colageno.

Podemos concluir através estes resultados que os osteoblastos na presencga dos
NTC mostram uma alta proliferacdo de colageno quando comparado ao controle.
Além disto, os NTC ndo afetam producdo de fosfatase alcalina de modo drastico.
Com isto, os NTC podem ser considerados ndo toxicos a proliferacdo de osteoblastos,

uma vez que estas células proliferam em solu¢des contendo NTC funcionalizados.

1.3. Cultura de osteoblastos

Um experimento piloto, de proliferacdo de osteoblastos sobre colageno e
compositos, foi realizado pela professora Tarcila do Departamento de Odontologia.
Para realizacdo deste experimento foram utilizadas 4 amostras e um controle. Os
materiais foram colocados em placas com 24 pogos. Trés pocos foram separados pra
proliferacdo de osteoblastos usando somente meio de cultura, e os demais pogos
foram distribuidos entre as quatro amostras (colageno, composito COOH, compdsito
fosfonado e composito com NTC picotados). Este teste nos da uma visdo geral, mas
ndo € conclusivo devido a pardmetros que ainda nao tinham sido estabelecidos para

realizagdo da cultura de osteoblastos sobre compositos.
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Figura B-5: Histogramas de proliferacdo celular e producdo de fosfatase alcalina por
osteoblastos.

Nestes resultados podemos observar que o nimero de células de todos os
compositos foram inferiores ao do controle e o nivel de producdo de fosfatase
alcalina foi superior ao controle. Isto indica que houve uma mudanca no metabolismo
celular fazendo com que poucas células produzissem uma quantidade excessiva de
fosfatase alcalina. Como a fosfatase alcalina esta envolvida no processo de
calcificacdo Ossea, esta alteracdo pode auxiliar na reparagdo dssea quando este

material ¢ implantado.

1.4. Transfeccd@o de nanotubos de carbono funcionalizados com si-RNA1

O experimento de transfecc@o celular foi realizado pela mestranda Marina
Ladeira do Departamento de Fisiologia do ICB sob orientacdo da Professora Silvia
Carolina. Neste experimento visa a formacdo do RNAs em ~22 fragmentos de
nucleotideos pelo RNA que ativam uma seqiiéncia especifica de RNAi. Esses

pequenos RNAs s@o usados como guia na selecdo e clivagem de mRNA
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complementar através de sua incorporacdo ao complexo efetor do RNAi, denominada
RISC”® para pesquisas biologicas e para terapias benéficas’.

Para que esse processo ocorra, ¢ necessario que o RNAi penetre dentro da
célula de maneira eficaz, sem alterar a viabilidade celular e isto s6 é possivel através
de agentes de transfeccdo. Diversos pesquisadores sugerem que NTC podem penetrar
dentro das células de mamiferos e carrear consigo diversas moléculas biologicas,
entre elas peptideos, proteinas e acidos nucléicos, sem causar citotoxidade aparente'’.
Deste modo, o objetivo do presente trabalho ¢ verificar se NTC sdo eficientes no
carreamento intracelular de siRNA em células de mamiferos sem causar citotoxidade
celular.

Para a preparagao do experimento foram preparadas solug¢des com 0,25 mg de
NTC picotados suspensos em 1 mL de agua milliQ. A suspensdo foi sonificada
durante trés horas e posteriormente centrifugada 4 13.000 RPM durante 15 minutos a
fim de remover impurezas e grandes aglomerados de NTC que se agregam como
sedimento. O Complexo siRNA — NTC foi preparado utilizando 50 nM e 100nM de
siRNA para InsP; R (Receptor de Inositol 1,4,5 tri-fosfato) e foram adicionados &
100 pL da solugdo de NTC. O complexo foi sonificado durante 30 minutos.

O InsP3R ¢é um canal de calcio que libera calcio intracelular em resposta ao
InsP;. Essa sinalizagdo de calcio ¢ utilizada em diversos processos em resposta a
hormonios, fatores de crescimento € neurotransmissores, assim como em variados
sistemas sensoriais de vertebrados, como olfato, paladar e visdo.

Para realizacdo da transfeccdo celular foram cultivadas células Sk-Hep 1 em
meio de cultura e colocadas em placas de cultura de seis pogos, A estes pogos foram
adicionados 100 pL. do complexo siRNA — NTC e posteriormente as células foram
encubadas durante 48h em estufa a 37°C em estufa de CO».

As células SK-Hep 1 sdo células imortalizadas, retiradas de um
adenocarcinoma de figado isolado de um humano caucasiana do sexo masculino,
idade 52 anos.

A eficiéncia da transfec¢do foi analisada pela técnica de Imunofluorescéncia.
Esta técnica consiste na deteccdo da reacdo de antigenos com anticorpos utilizando
uma substancia fluorescente ligada a um anticorpo anti-imunoglobulina especifica

para a espécie do soro, que revela a reacao.
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Geralmente a substidncia utilizada ¢ a fluoresceina ao anticorpo anti-
imunoglobulina. Quando colocamos o soro em contato com o antigeno, caso existam
anticorpos contra aquele antigeno, haverda a ligagdo. Quando adicionamos o anti-
corpo anti-imunoglobulina ligado a fluoresceina, este ird se ligar aos anticorpos.
Caso a reacdo seja positiva, aparecera uma reacdo brilhante do antigeno; caso seja
negativa, os anticorpos ligados a anti-imunoglobulina serdo lavados, ndo aparecendo
fluorescéncia.

As analises IMF consiste em fixacdo das células, incubacdo com anticorpo
primario (anti- InsP; RII) e, incuba¢do com anticorpo secundario. As células foram
analisadas em microscopia de confocal. A figura B-6 mostra que a quantidade de

proteina dentro da célula indicada pela escala abaixo da figura.

Controle

50 nM siRNA InsP3 R |1

100 nM siRNA InsP3 R 11

-
min max

Figura B-6: IMF em células SK-Hep 1 para InsP3 R IlIl. NTC Picotado adicionados a
diferentes concentracgdes de siRNA funcionam como um eficiente agente de transfeccgéo.

Este resultado indica que os NTC picotados funcionam como eficiente agente
de transfeccdo, sendo que quanto maior a concentragdo de sSRNA transfectada, menor
a quantidade de proteina intracelular, o que ¢é demostrado pela diminui¢do da
fluorescéncia. Quanto menos proteina existir dentro da célula menor a reacdo
antigeno anticorpo. A redugdo de proteina é causada pela fragmentagcdo do mRNA e

pela inibi¢do da sintese protéica para células tratadas com siRNA.
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1.5.Novo método de transporte em células usando nanotecnologia: Transporte

SWNT cobertos por inf-24 em germinados tubos de Uromyces appendiculatus

O experimento de transporte de NTC funcionalizados com inf-24 em Fungos
patogénicos de feijdo foi realizado pelo Doutorando Leonardo Rodrigues sob
orientagdo do Professor Ari Corréa. Os fungos invadem seus hospedeiros apds
desenvolver uma série de estruturas especializadas de infecgdo, tais com a formacgdo
de apressorio, um dos estagios cruciais no processo de infeccdo de muitas
ferrugens''. O gene Inf-24 ¢ importante durante o desenvolvimento do apressorio e
estudos prévios demonstraram que microinjegdo de oligonucleotideos anti-senso
inibem o desenvolvimento do apressorio in Uromyces'?. Em geral, a adi¢io de
oligonucleotideos diretamente nos meios de cultura ndo resultam em uma eficiente
atividade bioldgica. Provavelmente os oligonucleotideos sdo rapidamente degradados
no soro in vitro, em fluidos bioldgicos em vivo e pela maioria das células por meio
de clivagem por exonucleases.

Nos apresentamos aqui resultados de um novo método no qual os NTPS
funcionalizados com inf-24 foram transportados pra dentro do tubo germinativo de
Uromyces appendiculatus.

Para a preparacdo do experimento os NTPS, ndo funcionalizados foram
misturados em 5,0 mL de agua deionizada (ddH20) em ultra-som por 30 min.
Aliquotas de 100 ul foi distribuida em tubos eppendorf ¢ centrifugados a 10.000 rpm
por 15 min. No tubo eppendorf foram adicionados 1.0 mL de 50 nM de
oligonucleotideos, agitado por 30 minutos em temperatura ambiente e centrifugado a
10.000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro
tubo eppendorf contendo nanotubos de carbono e o procedimento foi repetido. Os
tubos contendo NTPS funcionalizados com Inf-24 (NTPS-Inf-24) foram armazenados
em um tubo e agitados em ultra-som por 30 min em temperatura ambiente e
centrifugados a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado em tubo
eppendorf e aliquotas de 50, 25, 12.5 e 6.25 % (v/v) foram distribuidas em tubos, o
volume foi completado para 1.0 mL e mantido a 4°C.

O transporte dos NTPS-Inf-24 em tubos germinados foi realizado utilizando
uredosporos tratados com vapores de P—ionona, substincia que inibe o sitio de

ligagdo do auto inibidor de germinacdo da ferrugem. Este foi disperso sobre uma
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membrana de poliestireno com topografia indutiva (com ranhuras de 0,5 um) e
humidificado com ddH20O. Depois de seco, sobre a membrana foi aplicado 100 ul de
NTPS-Inf-24 em concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25 % (v/v) e incubado a 18°C por
5h. Foram utilizados para controle ddH20, NTC sem oligonucleotideos e
oligonucleotideos Inf24S e Inf24RC. As membranas foram fixadas com
paraformaldeido 4% e Glutaraldeido 2.5% em PBS e analisadas em Fotomocroscopio
Olympus BX-41 , onde foi contado o numero de apressorios formados em 100 tubos
germinados.

Tubos germinativos de urediniosporos de controle cresceram sobre substrato
plastico e iniciaram a formagdo de apressorio seguindo contato com topografia
induzida como ja foi apresentado anteriormente (Corréa Jr.). Além disso, a eficiéncia
da inducdo do apressorio pelas ranhuras foi baixa (50%), talvez gracas as
profundidades irregulares da ranhura. Urediniosporos germinados tratados com
diferentes solucdes de nanotubos de carbono crescidos sobre substrato plastico
mostraram eficiente desenvolvimento de apressorio de 60% e 47%, respectivamente,
SWNT ¢ SWNT COOH, nao apresentando diferenga significativa entre esses ¢ o
controle, demonstrando que aqui nao ha toxicidade para células fingicas como pode

ser observado na figura B-7.
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Figura B-7: Desenvolvimento percentual de apressérios em diferentes CNT.

Urediniospore germinados tratados com solug¢do de Senso e anti-senso Inf-24
25 pM crescidos sobre substrato plastico desenvolveram apressorio (dados ndo
mostrados), apesar de que na solug¢do de Oligonucleotideos Inf-24 50 pM houve
reducdo na formacdo do apressorio, provavelmente gragas a presenca de residuos de
sddio da sintese. Oligonucleotideos Senso Inf-24-SWNT néo inibiu a formagdo do

apressorio em U. appendiculatus em nenhuma dose usada e o valor percentual médio
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do tratamento ndo apresenta diferenca significativa como pode ser observado na

figura B-8.
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Figura B-8: Desenvolvimento percentual de apressorios em U appendiculatus tratados
com NTC funcionalizados com inf24 s em diferentes concentracoes.

Entretanto, foi observada uma resposta dose-dependente no tratamento com
Inf24RC-SWNT nas doses usada figura e o valor percentual médio apresentam
significativa diferenca entre eles, controle e SWNT (P<0.05). O conjugado SWNT-
Oligonucleotideo anti-senso Inf-24 na concentracdo de 6.25% (v/v) ndo inibe a
formacdo do apressorio ¢ ndo teve significativa diferenca entre ele e o controle,
SWNT e Inf24S-SWNT. O conjugado Inf24RC-SWNT inibiu significativamente o
desenvolvimento do apressorio somente nas doses de 12.5, 25 e 50% (v/v) (figura B-

9).
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Figura B-9: Desenvolvimento percentual de apressorios em U appendiculatus tratados

com NTC funcionalizados com inf-24 RC em diferentes concentragdes.
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Em sintese, o contato entre o urediniospore germinado e um substrato inerte
indutivo provoca formacdo do apressorio. Claramente, o conjugado Inf-24S-NTPS
ndo teve efeito sobre a formagdo do apressério nos tubos germinados de U.
appendiculatus, em concordancia com Barja'?, quando microinjetando o inf-24 ndo
se obteve efeito sobre o crescimento do germinados ou reagdo para o sinal indutivo
para o desenvolvimento do apressorio. O NTPS funcionalizado com o
oligonucleotideos anti-senso inf-24 causou efeito sobre o desenvolvimento do
apressorio, mostrando que o gene anti-senso forma bloco uma mudanca morfolégica
que ¢ induzida in U. appendiculatus quando injetada em uma célula fingicas.

Este ¢ o primeiro trabalho no qual foi mostrado que o NTPS-Inf-24 anti-senso
sintetizados sdo transportados para dentro de células fungicas e impedem uma
mudanc¢a morfoldgica indutiva.

Em sintese, todos estes experimentos demonstram que os NTC produzidos no
nosso laboratério ndo interferem na sobrevida celular, uma vez que sua toxicidade ¢

baixa além de serem bons agentes carreadores de RNA ou oligonucleotideos.
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