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DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAL BASEADO EM  PECTINA,
MICROCELULOSE DA MANGA E EM MICROCELULOSE VEGETAL PARA
APLICACOES MEDICAS.

Resumo

Milndes de pacientes lutam anualmente pela vida recorrendo a tratamentos
alternativos, ndo ha descrito na literatura tratamentos definitivos na cura dessas
lesbes. Neste sentido, a engenharia de tecidos vem se destacando por oferecer
novas aplicacdes médicas corretivas e/ou substitutivas por meio do desenvolvimento
de estruturas capazes de atuar na regeneracdo de 6rgaos e tecidos lesionados por
meio de estruturas tridimensionais de suporte (scaffolds). Esses scaffolds sao
fabricados com materiais biodegradaveis e biocompativeis com o organismo com
utilizacdo da manufatura aditiva e bioimpressdo 3D. Partindo-se do conceito da
economia circular, residuos de fonte vegetal, particularmente, da manga, podem ser
aproveitados e deles feita a extracdo da pectina e de microfibras de celulose a fim de
serem utilizados como biomateriais. Neste contexto, realizou-se a caracterizacao
térmica, morfologica e reoldgica dos biopolimeros puros com o objetivo de analisar o
seu potencial para a producédo de scaffolds e estruturas bioimpressa. Outra analise
realizada foi o FTIR demonstrando comportamentos e agrupamentos parecidos entre
0s materiais estudados. O indice de cristalinidade e areas amorfas obtidas por
ensaio de DRX. Outra andlise realizada foi o grau de polimerizacdo de acordo com a
viscosidade das amostras demonstrando o tempo de escoamento dos polimeros.
ApOs a caracterizacédo dos polimeros foram produzidos géis combinados de pectina
da manga, microcelulose da manga e microcelulose vegetal com fontes da madeira
através das andlises de calorimetria, MEV e reologia. Concluimos através da
caracterizacdo dos materiais a viabilidade na produgédo de scaffolds aplicaveis nas

areas médicas.

Palavras-chave: Pectina, microcelulose, Scaffold, Bioimpresséo 3D.
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Abstract

Millions of patients annually fight for their lives resorting to alternative treatments,
there are no definitive treatments described in the literature to cure these injuries. In
this sense, tissue engineering has stood out for offering new corrective and/or
substitutive medical applications through the development of structures capable of
acting in the regeneration of injured organs and tissues through three-dimensional
support structures (scaffolds). These scaffolds are manufactured with biodegradable
and biocompatible materials with the organism using additive manufacturing and 3D
bioprinting. Based on the concept of circular economy, residues from vegetable
sources, particularly from mangoes, can be used and pectin and cellulose microfibers
can be extracted to be used as biomaterials. In this context, the thermal,
morphological and rheological characterization of pure biopolymers was carried out in
order to analyze their potential for the production of scaffolds and bioprinted
structures. Another analysis carried out was the FTIR demonstrating similar
behaviors and groupings between the studied materials. The crystallinity index and
amorphous areas obtained by XRD assay. Another analysis performed was the
degree of polymerization according to the viscosity of the samples demonstrating the
flow time of the polymers. After characterizing the polymers, combined gels of mango
pectin, mango microcellulose and vegetable microcellulose with wood sources were
produced through calorimetry, SEM and rheology analyses. We conclude through the
characterization of the materials the viability in the production of scaffolds applicable

in the medical areas.

Keywords: Pectin, microcellulose, Scaffold, 3D Bioprinting.
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Apresentacao

A engenharia de tecidos vem ganhando espaco em diversas aplicacfes na medicina
regenerativa, muitas vezes, fazendo uso do conceito de economia circular com o0 uso
de residuos vegetais. Neste contexto, a microcelulose da manga, microfibras da
manga, pectina da manga e microcelulose vegetal de fontes da madeira, se mostram
em potencial aplicagcdo na manufatura aditiva (impressao 3D) em scaffolds.

Estes materiais foram estudados neste trabalho, sobretudo, sua caracterizagcdo com
objetivo em analisar sua potencialidade no uso em aplica¢cdes médicas.

O capitulo 1 apresenta uma breve contextualizacdo e introducédo incluindo a historia
da engenharia de tecidos e impressdo 3D, engenharia de tecidos, bioimpresséo e
aplicacbes em regeneracdo de cartilagem, além de abordar sobre a pectina,
microcelulose da manga.

O capitulo 2 aborda os objetivos do trabalho.

O capitulo 3 apresenta os materiais e métodos da obtencdo e caracterizacdo dos
materiais.

O capitulo 4 aborda os resultados e discussdes da caracterizacdo realizada com o0s
ensaios TGA-DSC, FTIR, DRX, DP, MEV, Microscopia Oética e ensaio de
citotoxicidade, além das caracterizacdes dos géis produzidos.

O capitulo 5 apresenta as conclusdes do trabalho e possibilidades de trabalhos

futuros.

14
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Capitulo 1 - Introducao

A engenharia de tecidos vem emergindo gradativamente com a aplicacdo da
manufatura aditiva ou impressao 3D criando construgdes tridimensionais chamadas
de scaffolds que séo capazes de receber células, favorecer sua adesédo e
proliferacéo e o crescimento de um novo tecido ou 6rgao (PINHEIRO, 2019).

Para obter sucesso na construcao de scaffolds, polimeros naturais ou sintéticos vém
sendo usados como materiais de suporte. Deste modo, esses polimeros devem
possuir propriedades, como por exemplo, ser biodegradavel e biocompativel, além
de conter propriedades mecéanicas favoraveis para tal aplicagdo como a
microcelulose e a pectina (EVARISTO, 2015).

No Brasil, a celulose, que é utilizada desde o século XIX na producdo do papel, é
considerada um dos principais constituintes da parede celular das plantas e o
material orgénico mais abundante na terra. Atualmente, a celulose vem se
destacando na utilizacdo em diversas areas de aplicacao principalmente pelo fato de
conter variacdes de dimensBes micrométricas e por serem oriundas de diferentes
fontes. Microcelulose Microfibrilada (MFC) e cristais de celulose podem ser obtidos
de fonte bacteriana ou vegetal e vém sendo aplicadas, por exemplo, na area da
saude regenerando lesdes de pele (QUINTELA et al., 2018); (NAGAHARA, 2019).
Destaca-se neste contexto, como alternativa, a microcelulose derivada da manga. A
manga é composta pela polpa, caro¢o e tegumento, sendo que apenas € utilizada
pela industria para a producdo de suco e outros alimentos, descartando o carogo e
tegumento que séo considerados uma volumosa parte da fruta. Pensando no
reaproveitamento dessas estruturas de descarte, estudos utilizaram o tegumento
(camada externa do caroco) como fonte de celulose, lignina e hemicelulose
aumentando o interesse nesse material. A microcelulose da manga apresenta
caracteristicas favoraveis para a utilizacdo na engenharia de tecidos, pois, além de
ter uma mecanica apropriada fornece também compatibilidade com agentes ativos,
baixa toxicidade, boa estabilidade, alta permeabilidade, temperatura adequada,
porosidade, além da viabilidade celular (COSTA, 2010).

Paralelo & microcelulose, a pectina com seu alto poder de gelificacdo ganha

visibilidade na engenharia de tecidos, considerada como um polissacarideo extraido
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da parede celular das plantas ou das cascas de frutas citricas. A pectina €

essencialmente linear e facilmente ajustada a sua aplicacédo. Sua classificacao varia
de acordo com o grau de esterificacdo com metanol (metoxilagdo), que representa o
processo de gelificacdo em meio &cido acima de 50% e gelificacdo na presenca de
ion multivalentes como o calcio. Deste modo, a pectina possui propriedades fisico-
quimicas favoraveis, alta permeabilidade liquida e facilidade em carregar proteinas,
farmacos e células (SOUZA, 2018).

1.1.4 — Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa

Relatos da historia da engenharia de tecidos mostram que a primeira tentativa de
regeneracao de tecidos ainda sem sucesso, surgiu no ano de 1970, quando os
pesquisadores tentaram reproduzir uma neocartilagem em camundongo através de
uma matriz 6ssea com células cartilaginosas cultivadas. (LEVIN et al., 2019)

Ja em 1980, no EUA, os pesquisadores desenvolveram estruturas naturais
biocompativeis e biodegradaveis chamadas de arcaboucos ideais para as células.
Somente em 1991 a engenharia de tecidos tornou-se mundialmente reconhecida,
quando o primeiro implante de esterno biolégico cultivado por células do préprio
receptor humano foi implantado com sucesso em sua caixa toracica. Apos isso,
outro marco na histéria da engenharia de tecidos foi o crescimento de uma orelha
engenheirada no dorso de um camundongo (LEVIN et al., 2019).

Neste sentido, o objetivo da engenharia de tecidos como ramo da biotecnologia é
reparar tecidos e 0Orgdos danificados com o0s preceitos da sustentabilidade ou
economia circular (figura 1) (BAZAN BARBA; DOS SANTOS, 2020)

17
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Figura 1 - Conceito de economia circular. Fonte: GAUCHAZH, 2020

Desta forma, para que haja a regeneracdao dos tecidos ou o desenvolvimento de
orgdos é indispenséavel a utilizacdo de células em suportes que mimetizam uma
matriz extracelular. Deste modo, pesquisas com células-tronco vém emergindo
drasticamente embarcando a engenharia de tecidos nesta direcdo (PINHEIRO,
2019)

Existem trés tipos de células utilizadas para esta finalidade, as chamadas células
embrionérias, células adultas e as ja utilizadas células mesenquimais, que sao
oriundas do corddo umbilical de recém-nascidos (CURVELLO; RAGHUWANSHI;
GARNIER, 2019) Em adicdo aos estudos com células-tronco, a engenharia de
tecidos tem recorrido a aplicagdo de um método de suporte para estas células,
chamados de scaffolds, os quais sdo estruturas tridimensionais, porosas,
interconectadas, de diferentes topologias, no caso deste projeto, fabricadas por
(bio)impressdo 3D e com a finalidade de receber e manter as células que seréo
semeadas e mantidas em condicfes adequadas para a formacdo do novo tecido.
Essas estruturas geralmente sdo geradas por impressoras 3D construidas camada
por camada utilizando polimeros naturais ou sintéticos viabilizando o
desenvolvimento destas células. Assim, para que haja sucesso neste processo, é
preciso que essas estruturas sejam principalmente biodegradaveis, biocompativeis,
porosas e atéxicas (PINHEIRO, 2019).
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1.1.5 — Manufatura Aditiva (Impresséao 3D) e Bioimpresséo 3D

No passado distante, produtos eram criados por meio de projetos realizados com
pouca ou nenhuma tecnologia que facilitasse o seu desenvolvimento. As criagdes
eram feitas a méo e os ajustes realizados diretamente sem testes e ensaios prévios.
Deste modo, foi sendo observada a necessidade de um protétipo que possibilitasse
realizar ajustes durante o seu desenvolvimento, ja que o produto final era decorrente
de inimeros erros e acertos influenciando diretamente na reproducéo e qualidade do
objeto desenvolvido, além de embutir altos custos e desperdicios de material e méo
de obra. Com a introducdo de recursos computacionais, anos mais tarde, os
processos comecaram a sofrer um impacto positivo na velocidade de concepcao dos
projetos e na sua execucdo, incluindo a fabricacdo dos produtos. Prototipos
puderam ser exaustivamente testados antes de um avanco definitivo para se
alcancar o produto final. Ainda no ambito dos protétipos, surgiu nos anos 1980 a
tecnologia de prototipagem rapida — cuja designacdo encontra-se em desuso — e
atualmente € mais conhecida por manufatura aditiva (home técnico) ou por
impressao 3D. Na figura 2 podemos observar cronologicamente a evolucédo da
industria. Em 1981, Hideo Kodama, desenvolveu o primeiro equipamento de
manufatura aditiva em Nagoya, Japdo, o qual curava polimeros fotossensiveis
utilizando raios ultravioletas para produzir, camada a camada, objetos em 3D.
(AIRES et al., 2019)

Anos mais tarde, o engenheiro norte-americano Charles Chuck Hull, dando
continuidade aos trabalhos de Kodama, desenvolveu e comercializou uma
impressora 3D cuja técnica foi denominada por Estereolitografia. Esta técnica utiliza
um feixe de laser ultravioleta para irradiar uma resina fotossensivel para a
construcédo de protétipos camada por camada de baixo custo, em menor tempo e
com reprodutibilidade exata. (WILTGEN, 2019)

Em 1986, Hull fundou a 3D Systems, a primeira empresa de manufatura aditiva.
Subsequentemente, a manufatura aditiva foi crescendo gradativamente como mostra
a tabela 1 logo abaixo. (ARAUJO, 2021).
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EVOLUGAO DA INDUSTRIA

Prototipagem Rapida

-

INDUSTRIA 4.0

Era de Sistemas Cyberfisicos
Dins atusis

Internet das Coisas
Automacso de Softwares

lNDasmA 1.0 : Robds Autdnomos

Figura 2 — Evolucao da Industria. Adaptado de (AIRES et al., 2019)

Década | >Hideo Kodama desenvolve o primeiro modelo de Manufatura Aditiva,

de 1980 | utilizaram-se raios UV para alterar polimeros fotossensiveis.

> Charles Hull desenvolve a Estereolitografia, e participa da Fundacao da
empresa 3D Systems.

> A SLA-1 se torna a primeira maquina de MA comercializada no mundo —
3D Systems.

> Surgimento de novas empresas no ramo da manufatura aditiva gragas a
tecnologia SLA.*

Década | > Trés tecnologias de MA comercializadas: FDM pela Stratasys, SGC pela
de 1990 | Cubital LTD e LOM pela Helisys.

> Surge no Mercado Sintetizagdo Seletiva a laser (SLS) pela DTM.

> O MIT (Massachussetts) desenvolve e patenteia novas técnicas de
impresséao 3D.

O instituto de Medicina Regenerativa Wake Forest reproduz 6rgaos
humanos por manufatura aditiva.

Década | >Surge a primeira impressora 3D de mesa (Solidmension).

de 2000 | > Impressao de um rim funcional (Wake Forest).

> Primeira perna protética funcional (2008) e o primeiro vaso sanguineo
em 2009 criado pela Organovo.

2010 Urbee — Primeiro carro impresso do mundo, seguido pela primeira arma e
primeira casa impressa.

NASA — imprime roupas e alimentos.

MIT — imprime Vidro.

Tabela 1 — Marco da Historia da Manufatura aditiva e Bioimpressao.
Fonte: Adaptada de (ARAUJO, 2021)
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A manufatura aditiva ou impresséo 3D aplicada a saude vem ganhando espaco nas
ultimas décadas. E not6rio o crescimento anual de publicagdes cientificas com
estudos voltados ao desenvolvimento e ao uso de scaffolds para a medicina

regenerativa.

O que é bioimpressao?

Em termos, a bioimpressédo, comp0e trés tecnologias mais utilizadas: bioimpresséo
por extrusdo, por jato de tinta e a laser. A impressao por extrusdo é a mais aplicada,
sendo realizada por meio da deposicdo do material conduzida por seringas. A
escolha do polimero é de suma importancia para a combinacdo com as
determinadas células, na composi¢cao da chamada biotinta (MONTERO et al. 2019).
A impressdo por jato de tinta € realizada por impressoras que utilizam células
combinadas com hidrogel depositadas em jato de pequenas particulas, permitindo a
deposicdo de células através de um bico dispensador. A impressdo a laser, umas
das mais complexas e de custo elevado, é aplicada pelo uso de laser combinado
com utilizacdo de células e biomateriais especificos para este método.

(WOODFIELD et al., 2017).

1.1.6 — Biomateriais: celulose e pectina

Segundo Embrapa (2014), polimeros sdo macromoléculas formadas por unidades de
repeticdo e unidas por ligacbes formadas por monémeros. Moléculas que possuem
uma Unica repeticdo sdo divididas entre polimeros sintéticos e naturais. Neste
sentido, encontramos os biomateriais, estruturas formadas ou combinadas de
polimeros naturais, sintéticos, metais ou ceramicas de fontes renovaveis retirados da
natureza para uso em diversas aplicacdes, principalmente nas areas medicas.

De acordo com (FARIAS et al., 2016), polimeros adquiridos de fontes renovaveis sao
chamados de polimeros verdes e sdo encontrados em demasia na natureza e
reutilizados para consumo em diversas areas. Um biomaterial promissor e

abundante na natureza é a celulose, cuja estrutura molecular pode ser vista na
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Figura 3. Da celulose, por sua vez, podem ser extraidos microfibras de microcelulose

demonstradas na Figura 4, sendo comumente encontradas na madeira, na beterraba

e na batata, e formada através de procedimento mecanico que a torna de baixo

custo.

OH
OH
] Q HO o1
HO O 0O
OH
i OH 1.

Figura 3. Estrutura base da celulose.
Fonte: (COSTA, 2010)

MIRA3 TESCAN|

SEM HV: 5.0 kV

SEM MAG: 304 x Det: SE
BI: 6.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 4. Representacédo da microcelulose vegetal por MEV em 200um.

Fonte: Proprio Autor

Em especial, destaca-se a microcelulose extraida da espécie Mangifera indica,
popularmente conhecida como manga. A manga tem sua origem no sul asiatico e é
cultivada predominantemente em locais de climas subtropical e tropical. A manga é
composta pela polpa, carogo e tegumento como mostra a Figura 5.

Inicialmente, a manga era utilizada pela industria apenas para a exploracdo da polpa

para a producdo de suco e outros alimentos, sendo descartados o carogo e o
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tegumento. E fato que esses residuos representam um consideravel volume da fruta,

0 que, do ponto de vista de beneficios socioambientais e de economia circular, 0os
mesmos podem ser reaproveitados, de forma que, além de outras aplicacbes, a
medicina regenerativa e engenharia de tecidos podem ser amplamente beneficiadas
com insumos de alto valor agregado. O tegumento, por exemplo, pode ser utilizado
como fonte de -celulose, pois, apresenta caracteristicas favoraveis para a
regeneracdo de tecidos em aspectos de reforco mecanico, compatibilidade com
agentes ativos, baixa toxicidade, boa estabilidade, alta permeabilidade, temperatura

adequada, porosidade, além da viabilidade celular (COSTA, 2010)

TEGUMENTO

(@) (b)
Figura 5. (a) Mangifera indica — manga. Fonte: each.usp.br ; (b) Estruturas da
manga. Adaptado de (ALVES, 2015)

Como ja mencionado, a indastria utiliza em grande escala apenas a polpa das frutas
para extracdo de suco e comercializacdo na industria de alimentos. Com o avanco
da tecnologia, outros componentes das frutas, em especial aquelas da manga, vém
sendo estudados e utilizados em diferentes aplicacbes como, producdo de
alimentos, medicamentos, fungicidas, veterinarias, indlstrias de embalagens e
também para a salde humana, diversificando assim, a sua utilizacdo (COSTA,
2010).

Outro polimero natural em destaque € a pectina, cuja formulacdo é apresentada na
figura 6 e representada pela figura 7. Com seu alto poder de gelificacdo, a pectina
passa a ser um material de interesse na engenharia de tecidos. Como um
polissacarideo extraido da parede celular das plantas ou das cascas de frutas
citricas, a pectina é linear e facilmente usada. Sua classificagéo varia de acordo com

0 grau de metoxilacdo, que representa o poder de gelificacdo em meio &cido maior
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que 50% e com menor poder de gelificagdo em meio 4cido abaixo de 50%. Além de

gelificacdo na presenca de ions multivalentes como o célcio, a pectina possui
propriedades fisico-quimicas favoraveis, alta permeabilidade liquida e facilidade em

carregar proteinas, farmacos e células, além de ser biocompativel, biodegradavel e

atoxica (SOUZA, 2018)

MIRA3 TESCAN

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.22 mm
SEM MAG: 6.50 kx Det: SE
BI: 7.00 Scan speed: 2

CTI-LiMicro

Figura 7. Representacéo da pectina da manga por MEV em 10um.
Fonte: Préprio Autor

Estudos recentes mostram que as aplicacbes da pectina sdo inumeras, desde
aplicacdo em formulagbes de alimentos e, mais recentemente, o uso em aplica¢des
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médicas. O setor de alimentos ja utiliza a pectina muito antes da engenharia de

tecidos. A pectina € usada em doces, geleias, iogurtes, bebidas, sucos, sobremesas,
confeitarias, bolos, panificacdo, utilizada para proporcionar maciez, proporciona
melhora da textura e aumento do volume em determinados produtos. (CANTERI et
al., 2012)

Devido ao seu poder de gelificacdo e degradacdo por microorganismos presentes na
flora intestinal, o interesse pelas empresas farmacéuticas tem aumentado
anualmente, devido a producéo e estudos para entrega de farmacos de absorcéo
intestinal (colon).

Outra aplicagéo farmacéutica ou nutricional abrange o uso da pectina como fibra
dietética, influenciando na microbiota e motilidade intestinal. Além dessas
aplicacbes, CANTERI et al., (2012) citam beneficios da pectina no combate a

diversas alteracOes causadoras de enfermidades no organismo humano, tais como:

® Reducdo do colesterol total;

® Aumento da excrecao de acidos biliares;
® Diminui¢cdo do mau colesterol (LDL);

® Prevencao a aterosclerose;

® Reducao da absorcao de glucose;

® Reducdo do peso corporal,

® Aumento da sensacao de saciedade;

Por fim, outra comprovacao cientifica de novos beneficios da pectina foi destacada
por (CANTERI et al., 2012) e (BATISTA, 2013) que cita a acao anticarcinogénica e
antiinflamatdéria no organismo humano, demonstrando mais uma vez a eficiéncia

deste biopolimero.
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1.1.7 — Aplicacbes

Pensando em aplicacdes futuras dos materiais considerados neste trabalho para fins
de regeneracéao ou substituicdo de cartilagem, seguem alguns trabalhos encontrados
na literatura.

Osteoartrite, osteoartrose, Artrose ou doencas degenerativas das articulacdes (figura
8 e 9) sdo termos usados para nomear doencas ou lesdes nas cartilagens das
articulagbes popularmente chamadas de desgastes. Afetam homens e mulheres na
fase adulta com prevaléncia média acima dos 40 anos de idade e prevaléncia maior
acima dos 70 anos de idade. Cerca de 85% da populacéo idosa acima dos 75 anos
de idade apresentam algum quadro de desgaste das articulagdes principalmente nos
joelhos, quadris (maior prevaléncia), maos e dedos, causando  alteracOes
incapacitantes em suas fung¢des essenciais, (Sociedade Brasileira de Reumatologia,
2011).

Desgaste -

0sso
Subcondral —

: r Quadril com artrose
Quadril normal

Figura 8. Articulacdo do quadril normal e com artrose. Fonte: Boschin

A DETERIORACAD DA CARTILAGEM ARTICULAR

| ARTICURACAD NORMAL | | ARTICURACAO COM MUDANCAS DEGENERATIVAS |

Figura 9. Deterioracdo da cartilagem do joelho. Fonte: Cmrbjf
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Outras lesdes comuns em cartilagens sdo encontradas em regides proximais do
corpo, traqueomalacia, estenose traqueal como, por exemplo, sdo lesbes altas
graves que requerem atencao (figura 10). Os sintomas sao preocupantes como
dificuldade respiratéria, taquipnéia, alteracbes de padrao respiratério, diminuicdo da
Saturacdo de oxigénio e em casos mais severos insuficiéncia respiratoria. (Jornal

Brasil de Pneumologia, 2008).

Figura 10: Leséo Tragueal mostrada em TC de térax. Vistas axiais e reconstrugéo

3D. Fonte: Jornal Brasil de Pneumologia.

Em seu estudo, NASCIMENTO e LOMBELLO (2016), verificaram a viabilidade de
hidrogéis naturais compostos por &cido hialurénico e quitosana na producdo de
scaffolds semeados com condrécitos (células de cartilagem) em regeneracdo de
tecido cartilaginoso. Os autores obtiveram resultados positivos e promissores, Visto
que, os scaffolds demonstraram respostas satisfatdrias no crescimento celular,
desenvolvimentos e diferenciacdo de células gracas as propriedades de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e de né&o citotoxicidade devido a sua
existéncia na matriz extracelular das células.

ALESSI, 2020 desenvolveram em sua pesquisa scaffolds a base de fibras de PLGA
produzidos por eletrofiacdo (electrospinning), cultivadas com células-tronco
mesenquimais para a regeneragdo de neocartilagem de tiredide em suinos avaliadas

em 30 e 90 dias. Como resultado, a pesquisa mostrou resultados satisfatorios, sendo
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que, em 90 dias apos o implante do scaffold, houve formacdo de neocartilagem

satisfatoria comprovados por microscopia optica.

DUARTE, (2018), desenvolveu um composto polimérico (figura 11) utilizando
polimeros biodegradaveis para constru¢gdo anatbmica tridimensional igual a uma
traqueia humana. Usou os polimeros PVDF (Fluoreto de polivinilideno) com DMF
(Dimetilformamida) e combinado ou ndo com o tricalcio fosfato na fase beta (3-TCP)
impressos por extrusdo em impressora especifica. O estudo mostrou a reproducgéo
de uma prétese de traqueia vidvel de acordo com testes mecéanicos e viabilidade
celular baseados em uma tomografia computadorizada de paciente e modelo digital

de traqueia em arquivo stl.

Figura 11. A e B — Modelo digital de traquéia em arquivo stl. C e D — modelo de
traquéia tridimensional comparado com tamanho de uma moeda.
Fonte: Duarte, 2018.

Outro estudo realizado na éarea de engenharia de tecidos, EVARISTO (2015)
desenvolveu um scaffold de traqueia (figura 12) autéloga de coelho descelularizada
e recelularizada utilizando células tronco mesenquimais para diferenciagcdo em
condrécitos e células musculares lisas para posteriormente transplantar em coelhos.
A pesquisa foi conduzida positivamente sem haver rejeicdo dos Orgaos
transplantados nos animais.

Segundo Pinheiro (2019), em 2015, os autores Markstedt et al. e Muller et al.
desenvolveram uma orelha (figura 13) utilizando hidrogel de fibras de celulose,
alginato e condrécitos humanos com impressao 3D, por meio de analise de
viabilidade celular, obtiveram resultados com aproximadamente 73% e 86% de

viabilidade apds sete dias de cultura.
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Segundo PINHEIRO (2019) os autores Kesti et al. (2015) desenvolveram um

hidrogel contendo gelana e alginato combinados com CME de cartilagem para
impressdao 3D de protese de nariz (figura 14). Através dos testes mecanicos

obtiveram resultados viaveis para impresséo 3D, além disso, realizaram analises de

tracao resultando em um material resistente.

Figura 12. (A) traqueia pré descelularizagéo; (B) traqueia descelularizada.
Fonte: Evaristo, 2015

| A

Figura 13. a) Orelha impressa por Markstedt et al ; (b) orelha impressa
por Muller et al. Fonte: Pinheiro, 2019

Figura 14. Impressao de Nariz. Fonte: Pinheiro, 2019

Véazquez (2022), em sua pesquisa, desenvolveu um menisco de joelho bioimpresso

utilizando hidrogel de acido hialurénico, colageno e quitosana com nanoparticulas de
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prata (figura 15), obtiveram resultados satisfatorio nos testes reoldgicos e

mecanicos, além de verificar propriedades bactericidas.

Figura 15. Menisco produzido por impresséo 3D.
Fonte: VAZQUEZ, 2020
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CAPITULO 2 — OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral
Desenvolver e obter uma formulacdo de um gel com propriedades biolégicas

para gerar estruturas 3D por bio-impressao.
2.2 - Especificos

(] Caracterizacao reologica da pectina e microcelulose extraidas da manga;

(1 Caracterizacdo térmica desses biomateriais;
[1 Avaliagéo da citotoxicidade da pectina e microcelulose da manga, por meio do

teste MTT;
[J Formacéo e caracterizacao de géis de pectina e celulose.
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

3.1.1 — Obtencéo da Pectina da Manga (PECM)

As amostras de (PECM) foram fornecidas pela empresa NATCROM P&D
(“https://natcrom.com /”) e dimensionadas através do moinho de bolas Polymix® PX-
IG 2000 Impact Grinder Kinematica disponivel na empresa BIOSMART
Nanotechnology LDTA (“https://www.biosmartnano.com/’) por 5 minutos nas
frequéncias de 20 Hz, resultando em particulas de (PECM) em po6. As dissolucdes e
géis de (PECM) e agua foram feitos utilizando a proporcao de 5g de (PECM) e 45ml|
de agua destilada para dissolucdo de 10% de (PECM) e para o gel na proporcao de
15% de (PECM), utilizou-se 7,5 g de pectina e 42,5 ml de agua destilada e 10 g de
pectina para 40ml de agua para o gel de 20 % de (PECM), mantendo-se na agitacao

durante 30 minutos para completa homogeneizagéo.

3.1.2 — Obtencéao da Microcelulose da Manga (MCM) e microcelulose vegetal (MCV)

As amostras de (MCM) foram cedidas pela empresa NATCROM P&D
(“https://www.natcrom.com/”). Foram extraidas por meio da hidrélise do AHP
(Peréxido de hidrogénio alcalino) com objetivo de eliminar hemicelulose e lignina das
amostras. Apos realizada a hidrolise, as amostras foram ultrassonificadas durante 1,
2, 3 horas em solucéo de H,O, a 1% com um processador de ultrassom de baixa
frequéncia (20 kHz).

Gotas de H,SO, foram adicionadas a suspensdao (pH 5,0) e misturadas
vigorosamente usando vortice por 2 min para evitar a aglomeracdo de fibras
desintegradas evitado a possivel corrosdo do equipamento — posteriormente
liofilizadas. (SHAHI et al., 2020)

As amostras de (MCV) foram cedidas pelo laboratério Biopolmat da Universidade de
Araraquara — UNIARA. A microcelulose vegetal & obtida através de bases
renovaveis e sustentaveis com reaproveitamento de fibras da madeira. Esse material

foi produzido pela empresa Suzano.
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3.1.3 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Realizou-se a analise utilizando um Espectrometro de bancada Agilent Cary 630
FTIR-ATR com 64 varreduras (500 cm-1 a 4500 cm-1), presente no laboratério
LABQUIM localizado na Universidade de Araraquara — UNIARA. Os difratogramas
obtidos foram mostrados e salvos pelo software Agilent MicroLab. As amostras de
pectina, microcelulose da manga, fibras de celulose da manga, foram submetidos a
analise de FTIR.

3.1.4 - Analise térmica e Calorimetria exploratéria Diferencial

Utilizou-se o equipamento SDT Q600 da empresa TA Instruments presente no
laboratoério Biopolmat da Universidade de Araraquara — UNIARA, para a realizacao
das analises térmicas, termogravimétrica (TGA), derivada termogravimétrica (DTG) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC). As amostras de pectina, microcelulose da
manga, fibras de celulose da manga, foram aquecidas em um cadinho de alumina de
0 a 700 °C, mais especificamente a analise se iniciou a partir de 30° C, sob
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 30 ml/min e razdo de aquecimento de
10°C/min.

3.1.5 - Grau de polimerizacao (DP)

O grau de polimeriza¢cdo da microcelulose, das microfibras de celulose e da pectina,
foi obtido de acordo com a norma TAPPI T 2300m-94: Viscosity of pulp (capillary
viscometer method, 2013) utilizando o viscosimetro Cannon-Fenske transparente
n°150. Para o preparo do teste foram utilizados 500 g de pectina adicionados a 50
ml de agua destilada, seguindo para homegenizacdo em agitacdo magnética com
400 rpm/min durante 5-min. Apos esse tempo, foram adicionados 50 ml da solucéo
de Etilenodiamina Cuprica com banho de hidrogénio e levados novamente para
agitacdo magnética durante 2 horas a 400 rpm/min. Apés o tempo de agitacédo, 7 ml
da mistura foram colocados no viscosimetro e inserido em banho de agua sob
temperatura de 25° C durante 5-min. Realizaram as medi¢cbes dos tempos de
escoamento em triplicata e a média obtida foi utilizada para calcular o grau de

polimerizacdo de acordo os calculos proposto por (ANDRITSOU et al., 2018)
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3.1.6 — Microscopia Otica

A analise de microscopia otica foi realizada utilizando o microscopio biolégico
binocular convencional de quatro lentes da marca Olen. Foram submetidas a
analise, as amostras de pectina, microcelulose da manga e microfibras de celulose
da manga com aumento de 40x e 100x. Os resultados foram fotografados com

camera do microscopio e submetidos a analise de imagem.

3.1.7 — Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) foram obtidas utilizando
"Microscépio eletrbnico com pistola de emissdo de campo - FEG-SEM Tescan
modelo Mira 3 XMU com litografia e-beam e com EDS 60mm Bruker". QUANTAX
EDS Bruker 60 mm com detector de raios X dispersivo de energia XFlash® e
software Espirit. Localizado no Centro de Tecnologia da Informacdo Renato Archer,

em Campinas, SP.

3.1.8 — Difracdo de Raio X

Realizou-se a difracdo de raio-X (DRX) utilizando um difratdmetro Shimadzu modelo
XRD-6000, operando a uma poténcia de 40 kV com 40 mA de corrente e radiagéo
CuKa (A = 1,54148 A), no intervalo angular de 26 de 5 a 40°, velocidade de
varredura de 2°/min e passo angular de 0,02°. As amostras submetidas ao DRX
foram: pectina, microcelulose da manga e microfibras de celulose da manga.
Outrossim, as areas de cristalinidade e &reas amorfa das amostras nos
difratogramas estdo demonstradas na figura 25. Os calculos estdo elencados na
figura 1 presente no apéndice B, e seus resultados demonstrados na tabela 7. O
experimento foi realizado no Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais na Universidade

Federal de Uberlandia, Campus Pontal, em ltuiutaba, MG.
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3.1.9 — Citotoxicidade

O teste de viabilidade celular foi realizado no laboratério Lecer presente na
Universidade de Araraquara. Foi utilizado o ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-di- fenil brometo de tetrazolina). O MTT, quando incubado com células, seu
substrato € quebrado por mitocéndrias, transformando-se de um composto amarelo
em um composto azul escuro (formazan). Os ensaios foram realizados no
Laboratorio LECER, da Uniara.
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3.2 - Géis.

3.2.1 — Producéo dos géis.

Os géis foram preparados pelas combinagBes de pectina da manga (PECTm),
microcelulose vegetal ( MCv), microcelulose da manga (MCm) e agua com
concentracbes especificas de cada material (tabela 2). As amostras foram
incorporadas utilizando misturador presente no laboratorio Biopolmat — UNIARA, por
5-min e 500-rpm. Duas amostras de gel foram preparadas com uma porcentagem de
polietilenoglicol para bioconjugacéo e funcionalizacdo de superficie, aprimorando a

biocompatibilidade com agua e solubilidade das amostras.

Gel (Pect/MC) % Pect™ % MC™ %MC" % PEG

15 1 0 0

Pect™/MC™
15 2 0 0
15 0 1 0

Pect™/MC"
15 0 2 0
Pect™/MC™/PEG 15 1 0 5
Pect™/MC'/PEG 15 0 1 5

Tabela 2 — Concentra¢fes de géis. Fonte: Préprio autor.

3.22-FTIR

Os componentes do grupo quimico dos géis foram identificados por Espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) no modo Attenuated Total
Reflectance (FTIR-ATR) localizado no Centro de tecnologia da Informagédo Renato
Archer, em Campinas, SP. Os espectros FTIR foram medidos na faixa de 4000—400
cm™' com uma resolucao de 4 cm™" em um espectrémetro (PerkinElmer, Spectrum

GX, EUA). As medic¢des foram realizadas em triplicata.
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3.2.3-TGA-DTG

Utilizou-se o equipamento SDT Q600 da empresa TA Instruments presente no

laboratorio Biopolmat da Universidade de Araraquara — UNIARA, para a realizacao
das analises térmicas, termogravimétrica (TGA), derivada termogravimétrica (DTG) e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC). As amostras de pectina, microcelulose da
manga, microfibras de celulose da manga, foram aquecidas em um cadinho de
alumina de 0 a 700 °C, mais especificamente a analise se iniciou a partir de 30° C,
sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 30 ml/min e razdo de aguecimento de
10°C/min.

3.2.4 — Andlises de Reometria

As analises de reometria foram realizadas no laboratério Biopolmat da Universidade
de Araraquara — UNIARA, utilizando o re6metro da TA Instruments AR1500ex
8B3689 em temperatura ambiente 25°C, 10,0rad/s; 0,01 to 100%. Shear rate 0,01 to
100,0. A geometria utilizada foi de placa paralela de 40,0mm Peltier plate
Sandblasted. 25°C.

3.2.5-MEV

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) foram obtidas utilizando
"Microscopio eletrébnico com pistola de emissdao de campo - FEG-SEM Tescan
modelo Mira 3 XMU com litografia e-beam e com EDS 60mm Bruker". QUANTAX
EDS Bruker 60 mm com detector de raios X dispersivo de energia XFlash® e
software Espirit. Equipamento localizado no Centro de Tecnologia da Informacéo

Renato Archer, em Campinas, SP.

Capitulo 4 — Resultados e Discussdes

4.1 - FTIR-ATR

As amostras de (PECM), (MCM) e (MFCM) foram submetidas a analise de FTIR-
ATR, com objetivo de identificar as possiveis vibracbes das moléculas e seus
possiveis grupamentos quimicos funcionais de interacdes entre materiais. Desta

forma pode-se observar na Figura 16 as principais bandas da pectina, microfibras e
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microcelulose da manga. Em especial, a (PECM) mostra sua banda inicial em

1000cm™ correspondente aos grupos funcionais de COC. Outro comportamento de
banda entre 2800cm™ e 3000cm™ correspondente ao grupo C-H. Outra banda em
3300cm™ correspondente ao grupo O-H, corroborando com a férmula estrutural da
pectina apresentada na figura 6. Na analise da (MCM) obteve-se niumero de onda
em 1000cm™ correspondente ao grupo C-O-C, e a banda em 1300cm-1
correspondendo ao grupo C-H, a banda em 1500cm-1 correspondendo ao grupo
C=C.. Outra banda em 2800cm™ correspondendo o grupo C-H e a banda em
3300cm™ correspondente as ligacdes de hidrogénio intramoleculares na celulose O-
H. A andlise da (MFCM) demonstrou comportamento similar com & microcelulose,
inicialmente referindo-se ao grupo C-O-C pela banda entre 1000cm™ A banda em
1750cm™ aproximadamente correspondendo as vibracdes dos grupos acetil e éster
de hemicelulose ou grupo carboxilico. A banda em 2800cm™ correspondendo o
grupo C-H e a banda em 3300cm™ correspondente as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares na celulose O-H, corroborando também com a formulacdo da
celulose apresentada na figura 3.

MACHINSKI et al., (2018) em sua pesquisa obtiveram os grupos funcionais da
celulose similares e observaram grupos de C=0 em ésteres, C-O em éteres, grupos
funcionais de CH3 e grupos hidroxilas OH.

CORDEIRO et al., (2010), obtiveram picos em torno da faixa 1505cm™ e 1512 cm™ ,
atribuido ao estiramento de C-C, tendo sido observada também a banda de 1737
cm™ associada ao estiramento de C=0O, os picos na regido de 2900-2800cm™
associados ao estiramento de C-H. A banda na regido de 3900cm™ a 3300cm™
atribuidas ao grupo O-H corroborando assim, com as bandas encontradas nesta
pesquisa e comparadas com as bandas citadas por Sousa et al (2017) e Souza
(2021) mostrados nas tabelas 3 e 4.
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N° DE ONDA (CM™?) ATRIBUICOES N° DE ONDA
(CM™)
LITERATURA

3600-2500 v( O-H)- forte, extensa 3400
3000-2800 v(C-H) — curta, ocasional 2900
1744 v(C=0 éster), forte 1736

1617 v(COO), forte 1637

1441 v(COO)), fraca 1426

1210 v(S=0) 1251
1200-1100 v(COC) éter do anel glicosidico; 1147

(C-C)

956 C-H em configuragao a 966

906 C-H em configuragao 3 921

810 v(C-0-S) 833

Tabela 3— Grupos funcionais da pectina e seus numeros de ondas.
Fonte: Sousa et al, 2017
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Tabela 4 — Grupos funcionais da celulose e seus niumeros de ondas.
Fonte: Souza, 2021

N° DE ONDA Grupos Funcionais ATRIBUICOES N° DE ONDA

(CMY) (CM™)

3325 O-H O-HO(3)H.....O(5) ligacdes de (adel et al.,2018;
hidrogénio intramoleculares na | Junior et al., 2018
celulose

3285 O-H O(6) H...O(3) Ligacdes de (adel et al.,2018;
hidrogénio intermoleculares em | Junior et al., 2018
celulose

2922 C-H Alongamento assimétrico de (Che Man et al.,
=CH; alifatico em &cido graxo 2005; Gomez

Hoyos et al., 2020)

2853 C-H Alongamento simétrico de (Che Man et al.,

=CH, alifatico em acido graxo 2005; Gomez
Hoyos et al., 2020)

1743 C-H Vibracdes de grupos acetil e
éster urdnico de hemicelulose
ou grupo carboxilico dos Gabriel et al.,
acidosferulico e p-cumérico de | 2020)
lignina

1640 Fibra-OH Agua absorvida (Junior et al., 2018)

adsorvida

1590 Cc=C C=C alongamento do anel Gabriel et al.,
aromatico(s) 2020)

1462 C-H Alongamento =CH, alifatico em | (Che Man et al.,
acido graxo 2005; Gomez

Hoyos et al., 2020)

1377 C-H Deformagédo simétrica de —CH; | (Gomez Hoyos et
aliftico em acidos graxos al., 2020)

1235 C-O Alongamento C-O em lignina e | (Gabrielet al.,
xilana 2020; Junior et al.,

2018))
1162 C-0-C Alongamento assimétrico C-O- | Gabriel et al.,
C em celulose | e celulose |l 2020)
900 Celulose I Gabrielet al., 2020;

Gomez Hoyos et
al., 2020; Junior et
al., 2018)
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Figura 16 — FTIR das Microfibras de celulose, microcelulose e Pectina da manga.

Fonte: Préprio autor.

4.1.2 — Analise Térmica (TGA - DTG)

Diante da analise termogravimétrica das amostras e de suas derivadas foi possivel
observar as temperaturas determinantes para a degradagdo de massa dos materiais
submetidos a analise. A figura 17 mostra a analise termogravimétrica da (McM),
(MFCM) e da (PECM) isoladamente. Podemos observar especificamente o
termograma da (MCM), sua temperatura de degradacdo se inicia em torno dos
201°C e seu pico maior de degradagdo varia em torno de 342°C até a sua total
degradacdo. Ja a analise das (MFCM), sua degradacédo se inicia cerca de 202°C
com pico de degradacdo em 339°C e a pectina, 147°C e 324°C respectivamente,
destaca-se que até o inicio de degradacdo os materiais apresentam perda de

aproximadamente 7%, 6% e 10% de umidade respectivamente. Para maior
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detalhamento dos eventos de degradacao ocorridos em cada amostra, a figura 17 e

18 mostram as curvas de TGA-DTG (Derivada) exemplificando seus resultados.

Microcelulose da Manga
Microfibra de celulose da Manga
Pectina da Manga

201

202

100
e 80 147
@
[72]
% 60
=
©
T
®
T 40
o
o

20 715

714 715

100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 17 — Andlise Termogravimétrica (TGA) da (MCM), (MFCM) e (PECM)
. Fonte: Préprio autor
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Figura 18 - Derivada termogravimétrica (DTG) da Celulose, microfibra de celulose e

pectina da Manga. Fonte: Préprio autor

Por meio da derivada termogravimétrica € possivel analisar o indice de temperatura
onde ocorrem perdas de massa significativas observando o inicio dos eventos de
degradacdo, o inicio da degradacdo extrapolada, o final da degradacdo e as
temperaturas maximas de pico. Ao analisar a analise termogravimétrica e derivada
(DTG) da (McM), observa-se um unico evento térmico com inicio da degradacdo da
amostra na temperatura aproximada de 190°C e degradacdo extrapolada na
temperatura aproximada de 260°C, seu pico alcangando aproximadamente 306°
demonstrando perda de massa consideravel da amostra.

MACHADO et al., (2014) analisaram em sua pesquisa comportamento similar com a
microcelulose de fibras de coco verde, em que mostra que entre as temperaturas de
50°C e 180°C a massa se mantem estavel e a decomposic¢ao térmica inicia-se entre
330°C a 380°C.
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JA& a TGA-DTG das (MCM) demonstrou comportamento préximo com a

microcelulose, sendo que o inicio do comportamento de degradacdo foi
aproximadamente em 196°C com a degradacdo extrapolada em 279°C, seu Tyico
alcangcou a marca em 322°C mantendo seu aquecimento até o residuo de
combustéo total chegando proximo dos 700°C.

Por fim, a (PECM), em sua analise TGA-DTG, demonstrou comportamento distinto
das demais amostras, nela a DTG mostrou inflexdo das curvas com trés eventos
térmicos, iniciando a perda de agua em 50° e 100°, o primeiro evento com pico em
268°C, seu segundo evento entre 300°C e 400°C e seu terceiro evento entre 400°C
e 500°C com degradacéao total em aproximadamente 700°C.

SOUZA et al. (2017) compararam a pectina comercial com a pectina extraida da
casca do meldo, constatando um comportamento no TGA-DTG similar. Os autores
destacam que a pectina comercial tem seu primeiro episddio de degradacdo por
volta dos 60°C correspondendo a 10% de perda de &gua, o segundo evento se inicia
em 140°C e corresponde a 5% perda de massa da amostra. Os autores verificaram
gue nessa etapa ocorre a perda de grupos acidos da cadeia lateral e carbono do
anel piranosidico. O terceiro evento corresponde a etapa de oxidag¢do equivalendo a
22% do total da amostra. Para efeito de comparacao, a pectina da manga mostrou

comportamento similar a pectina comercial e a pectina do meléo caipira.
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4.1.3 - Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Mostrado na figura 19, na DSC da pectina € possivel observar trés eventos térmicos.
O primeiro evento, em aproximadamente 65°C, € um evento endotérmico referente a
evaporacdo da agua na cadeia da (PECM). O segundo e terceiro evento em
aproximadamente 356°C e 490°C sdo eventos exotérmicos referentes a degradacéo
e despolimerizagao da pectina.

Todisco (2022) em sua pesquisa sobre a caracterizagdo da pectina da goiaba
observou dois comportamentos exotérmicos por volta de 254°C e outro em 256° C.
O autor também relatou em seu levantamento bibliografico que EinhornStolz et al.
(2007) e Einhorn-Stoll & Kunzek (2009) analisaram o comportamento térmico de
varias amostras de pectina e também obtiveram temperaturas de degradacdo em
torno de 250 °C para a pectina. Desta forma observa-se que a pectina da manga €
mais resistente as temperaturas comparadas com a pectina da goiaba.

A analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) de (McM) apresenta dois
eventos consideraveis: o primeiro evento mostra a variacdo de energia térmica do
polimero como um evento exotérmico (fusdo) entre 300°C e 400°C e o segundo
evento também exotérmico entre 500°C e 600°C responsaveis pela decomposicéo
da celulose (fragmentacdo dos grupos carbonila e carboxila). A amostra de (MfcM)
apresentou eventos endotérmicos entre 50°C e 100°C (evaporacdo de agua) e
eventos exotérmicos (liberacdo de calor) em 300°C com pico maior entre 400°C e
500°C com decomposicao da celulose até a sua total combustao.

BRITES (2015), obteve resultados de DSC para a celulose comercial com dois picos
endotérmicos a 200°C e 320°C e um pico exotérmico a 340°C. Para a celulose do
bagaco de cana-de-acucar mostrou apenas um pico endotérmico a 190°C.

SANTOS; GRACA; CARDOSO (2016) mostrara as curvas de DSC para a celulose
de sisal e modificada (xantato) com alcool laurico. Obteve-se um evento endotérmico
na temperatura de 100°C atribuido a evaporacédo de agua e um evento exotérmico
entre 300°C e 375°C relacionado ao processo de oxidacdo da celulose, ainda em
sua pesquisa este autor refere que Martin et al.,, (2009) obtiveram os mesmos

eventos.
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Figura 19: Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) da Pectina, microfibras e

microcelulose da manga. Fonte: Proprio autor

4.1.4 - Difracdo de Raio X (DRX)

De acordo com CAROLINO, (2017), as andlises de difracdo de raios-X séo
necessarias para estudos detalhados de polimeros cristalinos e semi-cristalinos,
justamente para identificar e poder separar essas classificacdes dentre os préprios
polimeros descobrindo as propor¢cbes de cristalinidade e regides amorfas dentre
eles. Além disso, Carolino (2017) ressalta que existem na literatura varios métodos
para os calculos dos indices de cristalinidade duvidando assim de sua certeira
exatiddo. A figura 20 mostra o difratograma dos polimeros com picos de moderada
intensidade entre 10°C e 20°C e picos de maior intensidade entre 20°C e 30°C
oriundos da celulose da manga elencando comportamento caracteristico deste
material e picos de baixa intensidade para pectina demonstrando uma regido mais
amorfa tipica da pectina, os resultados calculos das areas cristalinas e amorfas séo

mostrados na tabela 5 e demonstrados no apéndice A.
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Figura 20 — DRX da microcelulose, microfibras de celulose e pectina da manga.
Fonte: Préprio autor

SOUZA, 2021 mostrou o indice de cristalinidade obtido através de microfibras de
celulose da casca do milho, equivalente a 53% e a 47% para a parte amorfa.
TRAVALINI et al., (2016), determinaram o indice de cristalinidade da microcelulose e
microfibras de celulose derivada da mandioca em 49% com sua area amorfa em
51%.

RIBEIRO (2014), mostrou o grau de cristalinidade da pectina citrica comercial

equivalente a 17% e sua parte amorfa em 83%,
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Area Total (u.a)| Area Cristalina Area Amorfa indice de
(x10% (u.a) (u.a) Cristalinidade
(x10% (x10% (%)
(MCM) 4,24 1,26 2,98 29,71
(MFCM) 4,25 1,33 2,91 31.29
(PECM) 2,81 0,536 2,27 19,21

Tabela 5- Calculo da cristalinidade de acordo com a area cristalina e total de cada

amostra. Fonte: Préprio autor

Desta forma, os resultados (tabela 5) mostram que o0s materiais S&o
fundamentalmente amorfos, ou seja, microcelulose 70% amorfa, microfibras iguais
+70 % amorfa, e a pectina 80% amorfa, demonstrando um comportamento mais
viavel para producédo de gel, além de permitir a difusdo e compostos, melhorando

sua degradabilidade, como observados nas analises de DSC.

4.1.5 - Grau de polimerizacao (DP)

As amostras de pectina, microcelulose e microfibras de celulose (500 mg) foram
dissolvidas em 50 ml de solucdo de etilenodiamina e 50 ml de agua destilada. O
grau de polimerizagdo de cada amostra foi medido utilizando um Viscometer de
Rotina Cannon-Fenske de 150 ml, imerso em um banho de agua a temperatura
constante (25 + 0,5 °C) e depois calculado de acordo com equacdo 1 e 2,

representadas abaixo, e 0s resultados desses calculos demonstrados na tabela 6.
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Equacéao 1: Férmula para calculo do grau de polimerizacao.
Fonte: (ANDRITSOU et al (2018)

Onde t0 é o tempo de fluxo do solvente, t € o tempo de fluxo da solugdo, n é a
viscosidade intrinseca e ¢ é 0,5 g/dl. O peso molecular médio (M) foi determinado

pela equacéo empirica de Mark—Houwink.
n=Kx M

Equacéao 2: Férmula para calculo do grau de polimerizacao.
Fonte: (ANDRITSOU et al (2018)

Onde a é igual a 0,905 e K ¢é igual a 1,33 x 10-4 dl/g. Para o sistema polimero-
solvente especifico, o Mark- Paradmetros de Houwink, a e K. 18 O grau de
polimerizacdo (equacdo 3) foi calculado como M do polimero dividido pelo peso

molecular de uma unidade monomérica de anidroglicose.

162

DP= M

Equacéo 3: Férmula para calculo do grau de polimerizacao.
Fonte: ANDRITSOU et al., 2018)
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Média do
Triplicata do Tempo de Grau de
Amostra Tempo de escoamento polimerizacéo
escoamento (s) (s) (g/mol)
SOLVENTE E . 31
AGUA -
174 436
(PECM) 175 175
176
78
(MCM) 79 79 194
80
69
(MFCM) 75 74 176
77
1529
(MCV) 1507 1501 2049
1468

Tabela 6 — Grau de polimerizacdo das amostras de pectina, microcelulose,

microfibras de celulose da Manga e microcelulose vegetal Fonte: Proprio autor.
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4.1.6 - Microscopia Otica

A analise de microscopia otica foi realizada utilizando o microscopio biolégico
binocular convencional com quatro lentes (4x, 10x, 40x, 100x) da marca Olen.
Foram submetidas a analise, as amostras de pectina, e microfibra de celulose da
manga. A figura 21 mostra a microscopia da microfibra de celulose da manga
aumentada em 40x, podendo observar a caracteristica da fibra, alongada, longilinea,
simétrica com bordas mais uniformes e regulares tipico da fibra deste material. Na
figura 22, mostra a morfologia externa da pectina aumentada em 40x podendo
observar bordas irregulares e formacao em granulos das unidades caracteristicos da

pectina.

Figura 21 — a) Microscopia 6tica da microfibra de Celulose da manga

aumentada em 40x. Fonte: Proprio autor
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-

200 pm

Figura 22 — b) Microscopia 6ética da pectina da manga aumentada em

40x Fonte: Préprio autor
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4.1.7 — Microscopia Eletronica de Varredura

As figuras 23, 24, 25 e 26, mostram as imagens da pectina pura em diferentes
aumentos. E possivel observar superficies ondulares, irregulares sem presenca de
porosidades. Em especial a imagem 25, mostra a pectina no aumento de 500um,
onde se observa uma superficie lisa com presenca de alguns granulos.

DE SOUSA et al., (2017), encontraram as mesmas caracteristicas na pectina do
meldo, a presenca de granulos, irregularidades e também a inexisténcia de poros.
Além disso, os autores afirmaram que a falta de poros é desfavoravel para um o uso
em encapsulamento de farmacos, visto que, a presenca dos poros acabaria
escoando o farmaco do material.

As figuras 27, 28, 29, e 30, referem-se & microcelulose vegetal. E possivel identificar
principalmente nas imagens (28, 29 e 30), a presencga de irregularidades e fibras
longitudinais em toda a extensdo da imagem, caracteristico de fibras de celulose em
tamanho micrométrico, além da presenca de rugosidades destacadas na imagem 29.
CLARO (2017), em sua producdo de filmes de cristais e fibras de celulose da
madeira de eucalipto e de abacaxi obtiveram resultados similares. Nas imagens de
MEV, em relacado as fibras de celulose, o autor relatou a presenca de rugosidades, e
emaranhamento de fibras que se deve as ligacdes de hidrogénio e emaranhamento
mecanico das proprias fibras.

As imagens 31, 32, 33 e 34 referem-se a MEV da microcelulose na manga,
demonstrando uma superficie menos irregular e mais homogénea (figura 33)
comparado a microcelulose vegetal (figura 29). Conforme a escala das imagens é
possivel observar as irregularidades fragmentadas da celulose, isso deve-se a
oxidagcdo causada pelo hidroxido de hidrogénio mostrando a sensibilidade ao
tratamento quimico.

KERZIA; ARAUJO (2016), analisou a acéo do peroxido de hidrogénio a celulose da
casca do coco verde em que houve alteracdes significativas na superficie da
celulose a tornando mais irregular e fragmentada do que a celulose sem tratamento

com H>0..
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a) Pectina da manga

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.16 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 16.4 kx Det: SE 5 pm
Bl: 7.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 23 — Microscopia eletrbnica de varredura da pectina da manga em 5um.
Fonte: Proprio autor
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24
.

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.22 mm | | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 6.50 kx Det: SE ‘ 10 pm

Scan speed: 2 CTI-LiMicro

Figura 24 — Microscopia eletrbnica de varredura da pectina da manga em 10um.
Fonte: Proprio autor
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SEM HV: 5.0 kV ‘ MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 1.29 kx |

Scan speed: 2 CTI-LiMicro

Figura 25 — Microscopia eletrbnica de varredura da pectina da manga em 50um.
Fonte: Proprio autor

56



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO ’
BIOTECNOLOGIA EM MEDICINA REGENERATIVA 2.

E QUIMICA MEDICINAL — PPGB-MRQM
UNIARA .

SEM HV: 5.0 kV WD: 7.49 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 114 x Det: SE
Scan speed: 6 CTI-LiMicro

Figura 26 — Microscopia eletrbnica de varredura da pectina da manga em 500um.
Fonte: Proprio autor
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b) Microcelulose vegetal

H

SEM HV: 5.0 kV \ WD: 14.57 mm MIRA3 :rESCAN
SEM MAG: 9.30 kx ‘ Det: SE
Bl: 6.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 27 — Microscopia eletronica de varredura da microcelulose vegetal em 5um.
Fonte: Préprio autor.
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SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 14.57 mm | 77 MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 3.71 kx Det: SE

Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 28 — Microscopia eletronica de varredura da microcelulose vegetal em 20um
Fonte: Préprio autor.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 15.03 mm MIRI-{3 TESCAN

SEM MAG: 480 x Det: SE
BIl: 6.00 Scan speed: 2 CTI-LiMicro

Figura 29 — Microscopia eletronica de varredura da microcelulose vegetal em 100pum
Fonte: Préprio autor.
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SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 304 x

MIRA3 TESCAN
Det: SE
Scan speed: 1

CTI-LiMicro
Figura 30 — Microscopia eletrbnica de varredura da microcelulose vegetal 200um.

Fonte: Préprio autor.
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C) Microcelulose da manga

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.46 mm I MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 14.9 kx Det: SE
Scan speed: 2 CTI-LiMicro

Figura 31 — Microscopia eletrénica de varredura da microcelulose da manga
em 5um. Fonte: Préprio autor.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 14.56 mm | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 1.27 kx Det: SE ‘ 50 um

BI: 8.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 32 — Microscopia eletronica de varredura da microcelulose da manga em
50um. Fonte: Préprio autor.
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~==T )
SEM HV: 5.0 kV WD: 14.54 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 1.78 kx Det: SE
BIl: 8.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 33 — Microscopia eletrbnica de varredura da microcelulose da manga em
20um. Fonte: Préprio autor.
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SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 14.54 mm MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 812 x Det: SE 100 um
Bl: 8.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 34— Microscopia eletronica de varredura da microcelulose da manga em
100um. Fonte: Préprio autor.
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4.1.8 — Ensaio de Citotoxicidade

As amostras para o ensaio foram preparadas nas concentracoes de 1%, 2% e 15%
apenas para a pectina da manga.

Em uma placa de 24 pocos preenchida parcialmente com microcelulose 2%,
microcelulose Manga 2%, microfibras de celulose 2% e Pectina 15%, foram
adicionados 500ul do meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) e a placa mantida em estufa a 37° C com 5% de saturagédo de CO, por
24 horas.

ApoOs o periodo de incubacao, os sobrenadantes de todos os materiais foram
removidos, obtendo-se os meios condicionados 100%. Estes foram submetidos a

uma diluicdo seriada Y2, obtendo-se mais 2 pontos de concentragéo (50 e 25%).

Cultivo celular

As células L929 (fibroblasto animal) foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% FBS e mantidos em estufa a 37° C com 5% de saturacao de
CO2 até apresentaram 90% de confluéncia. Posteriormente, as células foram
cultivadas em placas de 96 pocos (1x104/poco), em triplicata, na presenca do meio
de cultura DMEM suplementado com 10% de FBS e a placa mantida em estufa a

37° C com 5% de saturagcao de CO; por 24 horas para permitir a adesao.

Citotoxicidade

O método utilizado foi o de reducdo do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5
diphenyltetrazolium bromide), que consiste na andlise da conversdao do MTT
(soluvel) em cristais de formazan (forma insoluvel) pela acdo das enzimas
desidrogenases mitocondriais.

Para a avaliagdo da citotoxicidade, o meio de cultura das células L929
cultivadas em placa de 96 pocos (1x104/poco) foi removido e adicionado um volume
de 200 pl do meio condicionado. As células foram cultivadas na presenca das
diferentes concentragcdes dos meios condicionados de cada material (100, 50 e 25%)
e a placa mantida em estufa a 37° C com 5% de saturagcdo de CO, por 24 horas.

Posteriormente, meio condicionado foi removido e adicionado 50 pl/poco da solucéo
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de MTT (5mg/ml) em PBS1X. ApGs a incubagéo da placa por 4 horas em estufa a

37° C com 5% de saturacédo de CO,, a solucdo de MTT foi removida e os cristais de
formazan foram solubilizados em DMSO para leitura da absorbancia em um
comprimento de onda de 570nm, em leitor de placa Spectra Max Gemini XS
(Molecular Devices). Os resultados da absorbancia foram representados como
porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao grupo controle (100%), tratados e
plotados no programa GraphPad Prism.

Figura 35 — Placa de 24 pocos com amostras de pectina, microcelulose vegetal,
microcelulose da manga e microfibras de celulose. Fonte: Préprio autor.

Fibroblastos L929

140 -
130 * I
120~ i
110- - Meio condicionado 100%
g 1&' B WMeio condicionado 50%
8 s0- ol [ Meio condicionado 25%
& 107 1 C Controle
s 604 %
'S 504 MFCM — Micro Fibras de celulose da manga
2 40- MCM - Micro Celulose da Manga
30 wxn MCV — Micro Celulose Vegetal
20 -
10-
0=

MFCM  MCM MCV Pectina15% C

Figura 36 — Resultado da analise de citotoxicidade das amostras.
Fonte: Proprio autor
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De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que todos 0s materiais
demonstraram comportamento ndo citotoéxico em meio condicionado a 25%, 50% e
100%. Apenas as amostras das fibras de celulose apresentaram comportamento
citotoxico.

ZANETTE et al., (2017) em seu estudo, analisaram o efeito citotoxico das fibras de
celulose do algoddo em células tronco da polpa dentaria humana. A avaliacdo da
proliferacéo e viabilidade celular foi realizada pelo ensaio de MTT em placas de 96
pocos, nas concentracdes de (0,1; 1; 10; 50; 100 ug mL™) por 24 e 48 h. Os autores
destacam que ndo houve comportamento citotéxico em nenhuma das concentracdes
testadas.

SOUZA (2009), analisou o efeito citotoxico da celulose do bagaco da cana de
acucar, Os ensaios de citotoxicidade foram conduzidos com a exposi¢cdo de 929
células do clone NCTC ao extrato obtido de uma amostra da membrana mantido em
contato por 24 horas em um meio de cultura MEM, usando o método de ganho de
vermelho neutro que distingue as células mortas pela intensidade de cor do meio de
cultura. O autor obteve comportamento nao citotoxico em todas as analises mesmo
com amostras em 100% do material.

Portanto, pode-se inferir que comportamento citotéxico (MFCM) analisadas nesta

pesquisa se deve ao método de extracao dessas fibras.

4.2 — Caracterizacao dos Géis

Apbés a producdo, os géis de pectina da manga, microcelulose vegetal e
microcelulose da manga foram caracterizados utilizando analises de FTIR, DRX,

TGA-DTG e andlises de reometria.

4.2.1-FTIR

Os géis de pectina da manga, microcelulose vegetal e microcelulose da manga
foram caracterizados no ensaio de FTIR. Pode-se observar na figura 37, que todas
as curvas apresentaram comportamentos similares. Apenas sete bandas sao
elencadas nos espectrometros dos géis, a banda inicial em 1000, 1200, 1500, 1600,

1700, 2900 e 3300cm™ aproximadamente, o que remete &s mesmas bandas dos
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materiais quando analisados de forma individual. Pode-se observar que os materiais

foram incorporados e ndo houve interacdo negativa entre eles, ja que sé&o
encontrados grupos funcionais similares em cada gel.
De acordo com SOUZA (2021), que relatou opinides de varios outros autores 0s

grupos funcionais encontrados sao: C-O-C, C-O, C-H, C=0 e O-H.

—— PMC VEG 1%
—— PMC VEG 2%
—— PMC 1% PEG
PMC 1%
PMC 2% PEG
——PMC 2%

Transmitancia (u.a)

45 o

Numero de Onda (cm ™)

Figura 37 — Ensaio de FTIR dos géis de pectina, microcelulose vegetal e
microcelulose da manga.

422 -TGA-DTG

De acordo com a figura 29, os géis demonstraram comportamentos de
degradacdo similares. O processo se inicia a partir de 100°C através da
evaporacdo da agua, seguidos pelo inicio de degradacdo dos géis em
aproximadamente 201°C com picos maximos de degradacdo em 350°C até a
sua total combustdo em 700°C. Na derivada observa-se com mais detalhes trés
eventos consideraveis de degradacdo, o inicio da degradacdo em 150°C
representando a perda de agua, o pico de degradacdo em 250°C e todas as

curvas representando de acordo com a literatura a degradacdo da cadeia
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polimérica da pectina e a degradacdo final com a temperatura em 330°C

demonstrando a degradacédo da celulose segundo a literatura.

CUNHA, (2020), obteve comportamento similar para a celulose do milho
(vegetal) referindo a degradacéo da hemicelulose em 300°C e degradacao da
celulose na temperatura de 350°C.

ANDRADE(2010) que trabalhou géis de pectina reporta a temperatura de
degradacéo da pectina entre 230°C e 250°C com perda de massa aproximada
entre 53%.

UTZERI (2018) produziu géis de pectina e quitosana, sendo que a degradacao
da pectina entre 220°C e 280°C com perda de massa entre 50% e 65%

corroborando com os autores citados acima.

| PMC 1% + PEG

—PMC 1%

—PMC 2%

100 ——PNC2%

80

60

Massa (%)

40

330 PMC2%
PNC 1%
——PNC 2%
— ——PMC1+PEG
2 = ——PNC1+PEG
250° ——PMC 1%

0 100 200 300 400 500 600 700 800 .
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 38 — Curvas de andlise Termogravimétrica e suas Derivadas dos géis. Fonte:

Préprio Autor
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4.2.3 — Anélises de Reometria dos Géis

Segundo CANEVAROLO JR, S, (2006) a definicdo de viscoelasticidade é quando o
polimero apresenta caracteristicas de um fluido e de um sdlido elastico ao mesmo
tempo. A fracdo elastica da deformacao aparece devido a variagdes do angulo e a
distancia de ligacdo entre os atomos da cadeia polimérica. Ja a fracdo plastica
ocorre devido ao atrito entre as cadeias poliméricas. Assim, as amostras foram
submetidas a reometria pra analisar a capacidade viscoelastica dos géis produzidos
em diferentes formas, tais como: Fase elastica (G') com o mébdulo de
armazenamento versus tensdo de oscilagdo, Viscosidade versus taxa de
cisalhamento e modulo de armazenamento versus frequéncia angular. Da mesma
forma, a fase viscosa (G”) dos géis também foi analisada com o médulo de perda
versus tensdo de oscilacéo, viscosidade versus taxa de cisalhamento e modulo de
perda versus frequéncia angular.

Os resultados dos médulos de armazenamento por tensdo de oscilacdo séo
demonstrados na figura 39. As amostras de Pectm /MCm 1%, Pectm/MCm/PEG,
Pectm/MCm 2% mantiveram 0 mesmo comportamento, ou seja, conforme aumenta
a tensao de oscilagcédo diminui-se a elasticidade das amostras. Apenas as amostras
de Pectm /MCm 1% e Pectm/MCm 2% demostraram comportamento distintos das
demais, resultando em comportamento elastico menor que as demais.

O resultado da viscosidade por taxa de cisalhamento foi realizado nas amostras
dos géis para conhecer a natureza fluida dos materiais, pois a viscosidade nado é
constante e varia conforme a taxa de cisalhamento. A viscosidade é a resisténcia
interna de um material quando ele é submetido ao fluxo. A viscosidade decrescente
de todas as amostras em relacdo a taxa de cisalhamento mostra 0 comportamento
de afinamento de cisalhamento das amostras. A medida que a taxa de cisalhamento
aumenta, ocorre a quebra e o desenrolamento das cadeias poliméricas, o que facilita
o deslizamento de uma cadeia polimérica sobre a outra. Portanto, a viscosidade do
meio diminui com o aumento da taxa de cisalhamento correspondendo a um
comportamento ndo newtoniano pseudoplastico como vistos na figura
correspondente. (figura 39)

J& os resultados entre modulo de armazenamento por frequéncia angular na

determinacao da elasticidade demonstra comportamento linear em quase todos 0s
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géis, ja para Pectm/MCm 2% demonstrou uma elevagcdo da elasticidade conforme

aumenta a taxa da frequéncia angular.
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. Figura 39 — Resultados das curvas de (G’) representando as propriedades elasticas

dos géis. Fonte: Préprio Autor

A figura 40 mostra os resultados das analises do médulo de perda dos géis.
Iniciando pela analise de modulos de perda por tenséo de oscilagdo € destacado
gue todos 0s géis mantiveram 0 mesmo comportamento, isto €, conforme aumenta a
tensdo de oscilacdo, aumenta a viscosidade seguida por uma queda brusca,
demonstrando também um comportamento elastico, sendo classificado como

comportamento viscoelastico.
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O resultado da viscosidade por taxa de cisalhamento, também obteve um

comportamento decrescente, a viscosidade do meio diminui com o0 aumento da taxa
de cisalhamento correspondendo a um comportamento nao-newtoniano
pseudoplastico como visto na figura 40.

Ja os resultados entre médulo de armazenamento por frequéncia angular na
determinacao do carater viscoelastico demonstra aumento em quase todos os géis,
ja para Pectm/MCml1% demonstrou uma queda seguida do aumento da curva
conforme a taxa da frequéncia angular aumenta, desta forma, pode-se inferir que a
amostra de Pectm/MCm1% possui um comportamento viscoelastico comparado com
0s demais géis que demostram comportamento viscoso.

ARAUJO (2017) reporta em sua pesquisa que a alternancia dos modulos de
armazenamento (G') e perda (G") com a frequéncia oscilatéria, fornece informacao
sobre o carater viscoelastico das blendas. Géis nos quais G’ > G” sdo caracterizados
como geis elasticos e o inverso G’ < G” os caracteriza como géis viscosos.

Além disso, os autores referem que os fluidos pseudoplasticos sofrem diminuicdo de
viscosidade quando a taxa de deformacdo aumenta. Ocorre modificacdo da estrutura
de cadeias longas de moléculas diminuindo a resisténcia ao escoamento.

Desta forma, Juanior (2019) conclui que o comportamento viscoelastico é importante
para a bioimpressao, visto que, este comportamento indica que o escoamento sera
gerado somente por forcas externas fazendo com que o gel flua facilmente pelo bico
de extrusdo. O autor refere ainda que esse tipo de material é desejavel, pois, o
objeto deve-se manter a sua forma evitando assim o colapso do material apés a

impressao.
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. Figura 40 — Resultados do modulo de perda (G”) representando as propriedades

viscosas dos géis. Fonte: Préprio Autor

4.2.4 — Microscopia Eletronica de Varredura — MEV — Géis

Para caracterizar a superficie dos géis desenvolvidos & base de pectina,
microcelulose da manga e microcelulose vegetal foram realizadas analises de
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) em diferentes tamanhos com o objetivo

de visualizar as estruturas e morfologia das blendas.

74



PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO :
@)  BIOTECNOLOGIA EM MEDICINA REGENERATIVA %,
E QUIMICA MEDICINAL — PPGB-MRQM ’
NI AR v

1) Pectm/MCm1% + PEG

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.93 mm | MIRA3 TESCAN SEMHV: 0.0kV: WD: 14.79 mm | ] MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 17.3 kx Det: SE 5um

SEM MAG: 18.4 kx Det: SE
BI: 8.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

BI: 8.00 Scan speed: 2 CTI-LiMicro

£ P
SEM HV: 5.0 kV WD: 14.92 mm | R | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV WD: 14.93 mm | | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 4.27 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 6.98 kx Det: SE 10 pm
BI: 8.00 Scan speed: 2 CTI-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 2 CTI-LiMicro

Figura 41 — MEV dos géis de Pectm/MCm1%+PEG em (a) 2um, (b) 5um, (c) 10um e
d) 20um Fonte: Préprio autor.

Na figura 41, pode-se observar a homogeneizacdo do gel, além de alguns
fragmentos de granulos de pectina indicados pelas setas em todas as imagens.
Além disso, na figura C (20 um) observa-se uma estrutura uniforme lisa e compacta
sem grandes defeitos. Outrossim, na figura D observa-se uma fibra alongada
inferindo uma estrutura da celulose em escala micrométrica, além de uma ordenagéo

mais viscosa devido ao acréscimo de PEG na formulacao.
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ANDRADE (2010), em sua pesquisa com hidrogéis de pectina, amigo e microfibras

de celulose, obteve resultados similares em sua microscopia eletrénica de varredura,
encontrando granulos de amido e pectina inferindo-se a destruturacdo incompleta
desses materiais pelo misturador.
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2) Pectm/MCm 1%

SEM HV: 5.0 kV WD: 14.74 mm | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm [kt MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 309 x Det: SE 200 um SEM MAG: 100 x Det: SE 500 pm
BI: 8.00 Scan speed: 6 CTi-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 125 x Det: SE SEM MAG: 97 x Det: SE 500 pm
BI: 8.00 Scan speed: 6 CTiI-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro

Figura 42 — MEV do gel de Pectm/MCm 1% em (a) 200um, (b) 500um, (c) 200um e
(d) 500um Fonte: Préprio autor.

Na figura 42, a MEV do gel de Pectm/MCm 1%, destaca uma estrutura lisa e
homogénea, sem grandes defeitos e assimetrias. Os pontos demarcados pelas setas

referem-se a um maior contraste com interagdo entre &tomos mais pesados.
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3) Pectm/MCm2%

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.27 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 15.02 mm L1 1 MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 151 x Det: SE SEM MAG: 928 x Det: SE 50 pm

BI: 8.00 Scan speed: 6 CTi-LiMicro Bi: 8.00 Scan speed: 6 CTi-LiMicro

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.02 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 15.03 mm | L1 MIRA3 TESCAN

SEMN MAGH S84 X Dot SE SEM MAG: 2.37 kx Det: SE 20 pm
BES.00 Scagspesd g ARt o) BI: 8.00 Scan speed: 2 CTi-LiMicro

Figura 43 — MEV do gel de Pectm/MCm2% em (a) 20um, (b) 50um, (c) 100um e (d)
500um. Fonte: Proprio autor.

Na figura 43, a MEV do gel de Pectm/MCm2%, destaca-se por uma estrutura lisa e
homogénea em diferentes escalas, com presenca de fissuras demarcados pelas
setas. Importante destacar que essas fissuras ndo foram observadas em imagens

dos outros géis produzidos.
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4) Pectm/MCv 1%

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.85 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 9.85 mm | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 3.83 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 1.21 kx Det: SE
BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.05 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kv WD:1005mm ||| ||| MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 742 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 178 x Det: SE 200 pm

BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro Bi: 800 Scan speact.’0 CTl-LiMicro

Figura 44 — MEV dos géis de Pectm/MCv 1% em (a) 20um, (b) 50um, ( ¢)100um e
(d) 200um. Fonte: Proprio autor.
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5) Pectm/MCv 2%

WD: 9.28 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 9.32 mm 11| MIRA3 TESCAN|

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 2.86 kx Det: SE SEM MAG: 1.06 kx Det: SE 50 pm
BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 6 CTI-LiMicro

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.28 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 9.32 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 866 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 329 x Det: SE 200 pm
BI: 8.00 Scan speed: 6

Figura 45 — MEV dos géis de Pectm/MCv 2% em (a) 20 um, (b) 50 um, (c) 100 pm e
(d) 200 um. Fonte: Préprio autor.

CTI-LiMicro

CTI-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 6

Na figura 45, é demonstrado a MEV do gel de Pectm/MCv 2%, destaca-se por uma
estrutura lisa e homogénea nas diferentes escalas sem muitos defeitos, apresentado

poucas irregularidades em sua superficie.
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6) Pectm/MCv + PEG

K . 0 X £ -
SEM HV: 5.0 kV WD: 15.01 mm | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 14.95 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 7.34 kx Det: SE SEM MAG: 1.90 kx Det: SE
Bl: 8.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro Bl: 8.00 Scan speed: 1 CTi-LiMicro

’

¢

5 . - .
.- Y # X 7 - J
SEM HV: 5.0 kV WD: 14.89 mm | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 14.95 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 1.61 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 640 x Det: SE
BI: 8.00 Scan speed: 2 CTI-LiMicro BI: 8.00 Scan speed: 1 CTI-LiMicro

Figura 46 — MEV dos géis de Pectm/MCv + PEG em (a)10um, (b) 20 pum, (c) 50 ym e
(d) 100um. Fonte: Proprio autor.

Na figura 46, € demonstrada a MEV do gel de Pectm/MCv + PEG, que se caracteriza
por uma estrutura lisa e homogénea nas diferentes escalas sem muitos defeitos,
com poucas irregularidades. E importante destacar a presenca de fibras em sua
superficie resultando na alteragdo do acréscimo de PEG a composi¢édo do gel. Vale
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ressaltar que apenas os dois géis com PEG em sua composicéo apresentaram esse

comportamento.

Segundo CAPANEMA (2018), essa homogeneidade dos hidrogéis com PEG é
resultado do seu poder de miscibilidade, hidrofilicidade e formagdo de cadeia
polimérica através de ligagdes de hidrogénio.

VITORIA (2020) afirma que o acréscimo de PEG em hidrogéis causa um

“relaxamento das tensdes decorrentes da longa cadeia” tornando-os mais elasticos e

denso.
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Capitulo 5 — Conclustes

- As andlises dos resultados térmicos mostram valores elevados de deformacéo
sendo possiveis as aplicagbes meédicas, visto que, ndo sdo necessarias altas

temperaturas para tal aplicacao;

- As andlises de DRX mostraram um predominio de regides mais amorfas em

relacdo as cristalinas.

- O FTIR demonstrou 0s grupamentos quimicos reconhecendo os materiais

organicos presentes nos geis.

- O ensaio de citotoxicidade dos materiais constatou viabilidade celular adequada

para uso combinados com células humanas.

- Pelos resultados de reologia, os hidrogéis produzidos demonstraram ser mais

viscosos do que elasticos, demonstrando viabilidade para diversas aplicacées.

De acordo com esses resultados, podemos reconhecer esses géis de Microcelulose
da manga, microcelulose vegetal e pectina da manga, viaveis para uso em
aplicacbes médicas, como potenciais biomateriais de aplicacdo na medicina

regenerativa e bioimpressao.
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Sugestdes para Trabalhos futuros

As seguintes sugestdes de trabalhos sdo apresentadas para complementar este

trabalho de mestrado:

- Preparacao de modelos digitais 3D de Scaffold;

- Realizar testes de “printabilidade” dos hidrogéis produzidos;
- Imprimir modelos 3D de scaffolds;

- Testar a viabilidade celular dos scaffolds impressos;

- Testes in vivo de implantacdo dos scaffolds celularizados.
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Apéndices

Apéndice A — Calculo da porcentagem de cristalinidade e difratogramas com areas
amorfas e cristalinas.

Através dos difratogramas abaixo, foi possivel identificar as partes cristalinas e
amorfas utilizando o software Origin Pro 9.0 (figuras A, B, C, D, E, F) representado
microcelulose, microfibras de celulose e pectina respectivamente. Outrossim, a area
de cristalinidade, area amorfa e a porcentagem de cristalinidade foram calculados de

acordo com a figura 1 exemplificado abaixo.

W (%) = (area dos picos cristalinos) x 100
(area de todo o espectro)

Férmula para calculo da porcentagem de cristalinidade. Fonte: Ana C. F. de Oliveira,
Hélio F. R. Ferreto, 2015)

Area=12646,15174
FWHM=2,29323

6000

5000

4000

3000

2000

Intensidade (UA)

1000

-1000— 70 70 30 0 50 50 70 80
20 (Graus)

Figura A — Area cristalina da microcelulose representada pela cor cinza nos picos
cristalinos e area amorfa demarcada pelo traco vermelho. Fonte: Propria
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Area=42453,19118
FWHM=2,91443
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Figura B — Area total do difratograma da microcelulose representada pela cor cinza.
Fonte: Propria.
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Area=13363,42775
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Figura C — Area cristalina das microfibras de celulose representada pela cor cinza
nos picos cristalinos e area amorfa amarela demarcada pelo trago vermelho. Fonte:
Prépria.
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Figura D — Area total do difratograma da microcelulose representada pela cor cinza.
Fonte: Prépria.
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Area=5364,96244

1400 FWHM=48,64887
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Figura E — Area cristalina pectina representada pela cor cinza nos picos cristalinos e
area amorfa amarela demarcada pelo traco vermelho. Fonte: Propria.
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Figura F— Area total do difratograma da microcelulose representada pela cor cinza.
Fonte: Prépria.
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Area Total Area Cristalina | Area Amorfa indice %
Microcelulose 42.453,19118 12.646,15174 29.807,0394 29,78
Microfibras 42.549,32418 13.363,42775 29.184,8964 31.40
Pectina 28.124,60282 5.364.96244 22.7596404 19,07

Tabela A - Célculo da cristalinidade de acordo com a area cristalina e area total de

cada amostra. Fonte: Propria
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Apéndice B — Calculos do Grau de polimerizacao

Amostra Solvente
Tempo da amostra (s| 42
Tempo solvente (s) 42
Concentragdo (z/mL] 0003

Amostra Sol./agua
Tempo daamostra(s| 31
Tempo solvente (s) 31

Concentracido (z/mL] 0005

Amostra IanoceluloJ Nr Nep n M DP
Tempo daamostra(s| 79 [nanocelul¢ 2.5 1.5 16! 3149291| 194401
Tempo solvente (s) 31

Concentragdo (g/dL)| 0.5

Amostra nanofibras Nr Nzp n M DP
Tempo da amostra(s| 74 [nanofibras 24 14 14! 28667.05| 176,957
Tempo solvente (s) 3
Concentragdo (g/dL)| 0.5

Amostra pectina Nr Nsp n M DP
Tempo da amostra(s| 165 |pectina 70722.98| 436,562
Tempo solvente (s) 3
Concentracio (g/dL)| 0.5

N
o
P
(V8]
(V5
(")

Amostra (Celulose V] nr N=p n M DP
Tempo da amostra(s| 1501 |Celulose | 484 474 1321 3319915 2049,33
Tempo solvente (s) 31

Concentracdo (g/dL)| 0.3
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