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RESUMO

Os biopolimeros vem sendo amplamente explorados no ambito das aplicagdes biomédicas,
principalmente devido a maior facilidade de processamento, e por apresentar um conjunto de
propriedades mecanicas, quimicas e biologicas que favorecem a sua implementagao neste setor.
A utilizagao dos biopolimeros foi impulsionada devido ao avango das técnicas de manufatura
aditiva (MA), em especial os métodos de impressao 3D por fusdo e deposicdo de filamento
(FDM), e a impressdo de resina por estereolitografia (SLA). A adi¢do de outros materiais a
estrutura dos polimeros pode promover um aperfeicoamento de suas propriedades, tornando-os
mais versateis em termos de aplicagdes. Nesse sentido, o grafeno tem se mostrado como um
otimo candidato, uma vez que apresenta 6timas propriedades mecanicas, de conducao elétrica
e térmica, além de ser capaz de modular propriedades fisico-quimicas dos polimeros. Porém,
uma das dificuldades associadas a implementagao do grafeno em aplicagdes bioldgica se deve
a sua sintese, visto que, em grade parte dos procedimentos presentes na literatura, sdo
empregados acidos fortes. Neste aspecto, um dos principais objetivos desse trabalho foi o
desenvolvimento de um processo de sintese verde. Além disso, por meio das impressoras 3D
de filamento (FDM) e de resina (SLA), foram produzidas amostras a partir de filamento e resina
a base de Acido Polilatico (PLA) e funcionalizadas com grafeno, com o intuito de averiguar as
alteragdes provocadas pela inser¢do do material a estrutura do polimero, e a possibilidade da
implementa¢do destes nanocomposito em aplicagdes topicas por meio da redugao da viabilidade
de crescimento de células cancerigenas. Para tal, foram realizados ensaios de imersdao em Fluido
Corporal Simulado (SBF), cultura de células e viabilidade celular. Os resultados de DRX e
MEV/EDS realizados ap6s a imersdo, mostraram a formacdo de Hidroxiapatita (HA) na
superficie das amostras de filamento PLA e PLAG. Com base nos resultados de Raman,
AFM/KPFM e Microdureza Vickers, verificou-se que, quando comparado ao polimero puro, a
adicao de grafeno promove alteragdes estruturais, morfologicas, e elétricas, que culminam em
alteracdes nas propriedades finais do material, resultando em mudangas no grau de interacao

das células com a superficie do material.

Palavras-chave: Biopolimeros. Grafeno. Manufatura Aditiva.



ABSTRACT

Due to their greater ease of processing and because they present a set of mechanical, chemical,
and biological properties, biopolymers have been widely explored in biomedical applications.
The use of biopolymers has been boosted due to the advancement of additive manufacturing
(AM) techniques, in particular, 3D printing methods by fusion and filament deposition (FDM)
and resin printing by stereolithography (SLA). Adding other materials to the polymer structure
can improve their properties, making them more versatile in applications. In this sense,
graphene has proven to be an excellent candidate, as it has outstanding mechanical, electrical,
and thermal conduction properties and can modulate the physicochemical properties of
polymers. However, one of the difficulties associated with implementing graphene in biological
applications is due to its synthesis since strong acids are used in a large part of the procedures
present in the literature. One of the main objectives of this work was developing a green
synthesis process. Furthermore, using filament (FDM) and resin (SLA) 3D printers, samples
were produced from filament and resin based on Polylactic Acid (PLA) and functionalized with
graphene to investigate the changes caused by inserting the material into the polymer structure
and the possibility of implementing this composite in topical applications by reducing the
growth viability of cancer cells. To this end, immersion tests in Simulated Body Fluid (SBF),
cell culture, and cell viability were carried out. The XRD and SEM/EDS results performed after
immersion showed the formation of Hydroxyapatite (HA) on the surface of the PLA and PLAG
filament samples. Based on the results of Raman, AFM/KPFM, and Vickers Microhardness, it
was found that the addition of graphene promotes structural, morphological, and electrical
changes, which culminate in changes in the final properties of the material, which results in

changes in the degree of interaction of the cells with the surface of the material.

Keywords: Biopolymers. Graphene. Additive Manufacturing.
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1. Introducao

Os constantes avancos observados nas areas de ciéncias e engenharia dos materiais
tendem a impactar diretamente em outras areas do conhecimento, sobretudo, a area da area da
medicina, visto que demanda solugdes capazes de suprir demandas bastante especificas, seja
por meio do desenvolvimento de materiais biocompativeis capazes de resistir a corrosao, que
possam interagir de maneira mais segura com o organismo, possibilitando sua utilizagdo em
implantes e dispositivos médicos [1], [2], ou pela criagdo de novos materiais para uso na
engenharia de tecidos, com a finalidade de regeneracdo de drgdos por meio de scaffolds* [3],
[4]. Desta perspectiva, o desenvolvimento da medicina moderna caminha lado a lado com os
avancos alcancados nas areas de ciéncia e engenharia de materiais. Neste aspecto, os
biopolimeros, um tipo de material organico bastante versatil, tem ganhado destaque devido ao
seu alto nivel de biocompatibilidade e biodegradabilidade, bem como sua baixa, ou nenhuma,

toxicidade [5], [6].

Os polimeros, de modo geral, sdo constituidos por longas cadeias de moléculas
menores, 0os mondmeros, que interagem entre si formando fortes ligacdes covalentes,
garantindo um material com elevada estabilidade e caracteristicas, como ponto de fusdo, cadeias
moleculares e temperatura de transicao vitrea, bem definidas [6]. Os biopolimeros (também
chamados de polimeros biodegradaveis), sdo uma classe de materiais poliméricos que
apresentam caracteristicas e propriedades mecanicas, quimicas e bioldgicas que se encaixam
em requisitos importantes que viabilizam o seu uso para aplicagdes médicas. Podemos destacar
algumas caracteristicas basicas para implementagdo destes materiais em sistemas biologicos
como: possuir um alto grau de biocompatibilidade, ser processavel, apresentar elevada

estabilidade fisica e quimica, além de possibilitar adesdo e interagdo celular e tecidual [7].

O desenvolvimento de novos biopolimeros, bem como compésitos de base polimérica
para aplicagdes médicas utilizando como ferramenta de processamento as técnicas de impressao
3D ¢ um campo de pesquisa que cresce a passos largos [3], [8], porém, ao mesmo tempo que se

criam novos materiais, € importante visualizar aqueles ja existentes por diferentes perspectivas,

1O termo “scaffold” refere-se a estruturas tridimensionais usadas em engenharia de tecidos para fornecer suporte
e ambiente adequados para a regeneragdo celular e formagdo de novos tecidos.



podendo assim propor um redirecionamento para novas aplicagdes destes materiais ja

comercializados.

A utilizagdo de compositos de matriz polimérica tem sido fundamental para o
progresso na area de ciéncia dos materiais, principalmente devido a maior facilidade de
processamento dos polimeros, além do conjunto de propriedades mecanicas, fisico-quimicas e
biologicas, que viabilizam a utilizagdo deste material em uma vasta gama de aplicagdes [9]. A
partir desta perspectiva, um dos materiais que vem tem se mostrado como um 6timo candidato
para otimizar algumas propriedades dos polimeros ¢ o grafeno, um dos alétropos ndo naturais
do carbono. O grafeno é um material bidimensional que apresenta alta condutividade elétrica e
térmica, elevada resisténcia mecanica, além de possuir comportamento bioativo [10], [11], o

que favorece seu uso em conjunto com os biopolimeros.

Podendo ser obtido a partir de processos de quebra de ligagdes interplanares do grafite
[12], o grafeno ¢ um material composto por uma Unica camada de atomos de carbono
organizados em uma estrutura hexagonal, formando uma folha bidimensional [13]. As
excelentes propriedades apresentadas pelo grafeno estdo diretamente associadas a capacidade
do atomo de carbono em formar diferentes tipos de ligagdo de valéncia devido a sua
“configuragdo eletronica especial”, o que reflete diretamente na capacidade deste material em

formar interfaces de intera¢dao de forma mais eficaz [14].

Além disso, o grafeno tem despertado grande interesse no ambito das aplicacdes
biologicas devido a sua biocompatibilidade, que o torna adequado para uso em biossensores
[15], terapias de libera¢do controlada de medicamentos [16], e até na regeneracdo de tecidos
[17]. Sua versatilidade e potencial inovador fazem do grafeno um material com um futuro

promissor em diversas areas da ciéncia e da tecnologia.

Por conta de sua alta biocompatibilidade, os biopolimeros tem sido explorado para
aplicagoes topicas de crescimento celular devido a sua capacidade de fornecer um ambiente
favoravel para a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular [18], [19]. As células geralmente
apresentam cargas elétricas em suas superficies devido a presenca de grupos funcionais, como
os grupos fosfato em fosfolipidios das membranas celulares [20]. Isso leva ao surgimento de
um fator importante que pode influenciar no grau de adesdo entre as células e a superficie
polimérica: as suas respectivas cargas liquidas superficiais. Quando as cargas de superficie das

células e dos polimeros sdo opostas, ocorre uma atragdo eletrostatica que pode favorecer a



adesdo entre eles [21], [22]. Por outro lado, se as cargas sdo iguais, a adesdo entre a célula e o

polimero pode ser reduzida.

Portanto, tendo em vista os diversos desafios associados a criagdo de novos
biopolimeros, bem como o aperfeigoamento daqueles ja existentes e a possibilidade de
contribuir para o avanco deste campo de pesquisa, este trabalho tem por objetivo planejar e
desenvolver uma nova rota verde de sintese para grafeno, no qual seja possivel utiliza-lo em
conjunto com qualquer biopolimero. Além disso, propor novas aplicagdes biologicas para os
biopolimeros comerciais. Para tal finalidade, foram realizadas uma série de caracterizacdes e
ensaios in vitro a fim de averiguar as propriedades ultraestruturais, nanomecanicas e de

biocompatibilidade destes materiais.

No decorrer do trabalho, serdo abordados todos os aspectos associados a produgao das
amostras por meio da impressao 3D de Filamento (FDM) e de resina (SLS), bem como a sintese
do grafeno pelo método de esfoliagdo eletroquimica, além da caracterizagdo estrutural, por meio
da técnica de Difragdo de Raios-X, vibracional, através da Espectroscopia Raman, topografico
e informagdes sobre as propriedades nanomecanicas por meio da Microscopia de Forca
Atomica das amostras produzidas e sintetizadas. Ainda neste sentido, serdo apresentados os
resultados dos ensaios in-vitro realizados para as amostras produzidas. Serd apresentada,
também, uma revisdo dos trabalhos encontrados na literatura, que estdo correlacionados aos
principais topicos desta pesquisa. Finalmente, os resultados obtidos no decorrer do trabalho

serdo apresentados e discutidos com base na literatura.



2. Revisao Bibliografica

No presente capitulo, serdao abordados os principais conceitos fundamentais para a
completa compreensdo dos resultados que serdo apresentados e discutidos posteriormente neste

trabalho.

2.1. Polimeros

O conceito de polimeros ¢ considerado como uma das grandes ideias do século XX, e
teve o seu surgimento na década de 1920 [23]. Os cientistas da area de ciéncia dos materiais
chegaram a seguinte definigdo para este tipo de material: “um polimero, ¢ uma grande molécula
construida a partir de muitas unidades estruturais menores chamadas mondmeras, que sao
ligadas covalentemente” [6]. Essa definicdo ¢ ampla, sendo valida para todos os tipos de

polimeros, independentemente de sua origem ou de sua classificagdo.

Os polimeros podem ser classificados de maneiras diferentes, sempre tomando como
referéncia alguma das caracteristicas do material, como a sua origem (sintético ou natural),
estrutura molecular (linear ou ramificado), grau de cristalinidade (amorfo ou semicristalino),
propriedades térmicas (termofixo ou termoplastico) e aplicacdes (de uso geral, de engenharia,
ou especificas) [24]. Cada classificacdo oferece uma visao diferente sobre as propriedades e os
usos dos polimeros, permitindo uma melhor compreensao de suas caracteristicas e aplicagdes
potenciais. Do ponto de vista do processamento destes materiais, a classificacdo mais relevante

¢ aquela com base em suas propriedades térmicas.

Como referido anteriormente, os polimeros remetem a materiais constituidos por
grandes cadeias formadas a partir da unido de estruturas moleculares. A maneira como estas
cadeias poliméricas estao ligadas entre si ird determinar o comportamento do material quando
submetido a um gradiente positivo de temperatura. Quando as longas cadeias poliméricas estao
interligadas por meio de ligagdes fortes (ligagdes primarias), ndo havera deslizamento relativo
entre estas cadeias devido ao aquecimento do material. Essa caracteristica origina um material
com resisténcia a temperatura, sendo capaz de manter sua integridade estrutural sem fundir, e
por esse motivo, os polimeros que se encaixam nestas caracteristicas sdo chamados de
termofixos [24]. Por outro lado, os polimeros no qual as cadeias estdo interligadas por meio de

ligagdes fracas (ligacdes secunddrias), apresentam uma menor resisténcia a temperaturas



relativamente elevadas, podendo sofrer mudanca de fase (sdo passiveis de sofrerem fusdo), e

entdo, devido a esta caracteristica, estes polimeros sao classificados como termoplasticos [24].

Desde do inicio da produgdo em larga escala, o uso dos polimeros foi difundido em
praticamente todas as areas, sendo amplamente empregado nas industrias de bens de consumo,
e tornou-se um tipo de material indispensavel para muitas aplicagdes em vdrias areas, tais como
nas industrias automobilistica [25], aeroespacial [26], de cosméticos [27], e para produgao de
utensilios em geral [28]. A implementacdo destes materiais na area biomédica teve inicio
praticamente em conjunto com o surgimento e a produ¢do em larga escala dos primeiros
polimeros sintéticos [29]. A utilizagdo de polimeros em materiais de implante, dispositivos de
diagnodstico, embalagens de medicamentos e outros produtos médicos, se mostrou como um
agente transformador para a pratica médica, trazendo consigo a possibilidade de
desenvolvimento de novas solug¢des para desafios complexos enfrentados por esta area. A

Figura 1 ilustra algumas das principais aplica¢des dos polimeros na area da biomedicina.
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Figura 1: Utilizacio de Biopolimeros na Area Biomédica. Esquema ilustrando as aplicagées de

biomateriais poliméricos em diferentes areas biomédicas. Fonte: Proprio autor.



2.1.1. Biopolimeros

Os biopolimeros (também chamados de polimeros biodegradaveis), sio uma classe de
materiais que apresentam caracteristicas e propriedades — mecanicas, quimicas e bioldgicas
— que se encaixam perfeitamente nos requisitos basicos para aplicagcdes médicas,
principalmente devido as suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, ¢ a
maior facilidade de processamento em comparagdo com outros materiais, como metais ou
ceramicas [3]. Estes materiais sdo constituidos por longas cadeias de moléculas menores, os
mondmeros, que interagem entre si formando fortes ligagdes covalentes, garantindo um

material com elevada estabilidade e propriedades bem definidas.

Entre os biopolimeros mais estudados atualmente estdi o Acido Polilatico (ou
simplesmente PLA), um poliéster termoplastico alifatico linear de formula quimica (C3H,0,),
(Figura 1) [30]. O PLA, ao se degradar no organismo humano forma o acido lactico, que ¢
produzido naturalmente pelo organismo humano a partir da acdo de fermentacdo de
microrganismos [4]. Esta caracteristica corrobora para potencializar a utilizacdo deste material
na area biomédica, sendo amplamente explorado devido sua grande versatilidade de aplicagdes,

mostrando-se como um dos biopolimeros mais promissores [31].

O
H

T~

H,C

OH
; OH _

Figura 2: Estrutura Quimica do PLA semicristalino (PLLA). Representacdo da estrutura quimica do

acido latico (mondmero), precursor do dcido poli(l-latico) (polimero). Fonte: proprio autor.

Por conta de apresentar uma elevada maleabilidade quando aquecido, além de um
conjunto de propriedades, como rigidez e resisténcia significativa, que favorecem o seu uso em
condi¢cdes diversas, o PLA ¢ amplamente explorado como matéria-prima para producdo de

filamentos e resinas que sdo utilizados na area de impressao 3D. Por conta de sua elevada



versatilidade de aplicacdes, do grande nimero de polimeros passiveis de serem processados, e
devido a sua capacidade de imprimir estruturas com elevado grau de complexidade, as técnicas
de impressao 3D vem ganhando bastante relevancia no cenario académico e industrial [32],
além de, também, esta sendo amplamente explorada em diferentes campos da medicina

moderna [33], [34], como por exemplo para a producdo de scaffolds e parafusos ortopédicos

[3].

2.2. Manufatura Aditiva

Os processos de manufatura aditiva (MA), também conhecidos como fabricacio
aditiva ou impressao 3D, introduzido na década de 1980 [35], e referem-se a um conjunto de
técnicas de fabricacdo nas quais objetos tridimensionais sdo construidos camada por camada a
partir de dados digitais, como modelos CAD (Computer-Aided Design), usando materiais como
polimeros, metais, ceramicas ou compositos [36], [37]. Esses processos tém aplicagdes em uma
grande variedade de industrias, incluindo manufatura, medicina, automotiva, aeroespacial,

dentre outras [37], [38], [39].

Na area médica, a impressao 3D tem se mostrado como uma ferramenta poderosa, uma
vez que proporciona a producdo rapida e controlada de estruturas complexas, que, por outros
métodos de fabricacdo, seriam mais caras e dificeis de obter, tornado o processo de aquisicao
de materiais para uso médico mais pratico e agil [3]. As técnicas de MA demonstram ser
altamente versateis, tornando viavel a obten¢do de objetos que necessitam de um elevado grau
de precisdo e destreza da técnica. Tal capacidade pode ser observada, por exemplo, por meio
dos estudos promissores acerca da viabilidade do uso de impressdao 3D para a obtencdo de

orgdos e tecidos artificiais [40], [41].
2.2.1. Impressoras 3D de Filamento (FDM)

Entre as técnicas de MA, esta uma comumente conhecida como Modelagem por Fusao
e Deposicao (Fused Deposition Modeling, ou FDM). A impressora 3D de filamento funciona
através do processo de fusdo e deposicdo de material polimérico termopléstico em camadas

ordenadas e sucessivas, para criar objetos tridimensionais. Uma extrusora aquecida, com



didmetro que pode variar entre 1a 0,2 mm, ¢ alimentada pelo filamento (com didmetro de
1,75mm), sendo responsavel por derrete-lo para possibilitar a deposi¢cao na mesa de impressao,
movendo-se em coordenadas precisas controladas por meio do software da impressora. A
plataforma de construcdo (superficie onde o objeto ¢ formado) e a extrusora responsavel por
promover a deposicao do material, podem se mover nos eixos X, y € z para permitir a adigdo de
novas camadas. Cada camada ¢ depositada sobre a anterior, solidificando-se rapidamente e
permitindo a constru¢do gradual do objeto conforme o design digital predefinido no software
de fatiamento. A Figura 3 ilustra o mecanismo da impressdo por filamento, destacando as

propriedades requeridas dos polimeros que s3o utilizados por esse método de manufatura

aditiva.
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Figura 3: Requisitos essenciais para a impressdo 3D por extrusdo de polimeros. Para que os polimeros
sejam adequados para impressdo FDM, é crucial que possuam uma viscosidade adequada, permitindo
a extrusdo e a formagdo de filamentos continuos. Apos a extrusdo, o polimero deve adquirir uma
consisténcia mais firme para garantir resisténcia mecdnica suficiente, sustentando as estruturas

impressas e prevenindo a delaminagdo. Figura adaptada da referéncia [42].

De um ponto de vista geral, esta técnica se destaca em comparagdo as demais devido
auma série de fatores, como: o baixo custo associado a sua operagdo, a ampla gama de materiais
passiveis de serem processados [43], a dispensabilidade de pds-processamento quimico, além

da sua capacidade de produzir objetos com geometrias complexas [36], [37].

A grande versatilidade desta técnica ¢ um ponto que merece destaque, sendo utilizada
para produzir objetos para aplicacdes em diversas areas, partindo desde a industria aeroespacial

[44], e chegando até a industria farmacéutica [45]. Essa ampla capacidade de aplicagdes se deve



ao rapido progresso envolvendo a producdo em escala de filamentos compositos [46]. A partir
deste ponto, um novo mundo de possibilidades surge, visto que, o facil processamento dos
polimeros termopldasticos, bem como a facil obtengdo de compositos a base destes polimeros,

possibilita obter materiais para as mais diferentes finalidades.

Como mostrado por Kirillova, Alina e colaboradores [3], a impressao 3D por filamento
tem sido amplamente explorada para a produgdo de pecas, como parafusos e pinos, que sao
direcionados para o uso em implantes ortopédicos [47], € scaffolds, que sao direcionados a
aplicagdes na area de engenharia de tecidos [48], [49]. A capacidade da técnica de produzir
pecas complexas e customizadas a baixo custo e com rapidez, tem revolucionado a forma como
problemas técnicos observados na area médica tem sido enfrentado, permitindo solugdes mais

adaptadas as necessidades especificas observadas nesse campo.

2.2.2. Impressoras 3D de Resina

A impressora 3D de resina, também conhecida pela sigla SLA (do inglés
Stereolithography Apparatus) ou DLP (Digital Light Processing), utiliza resinas liquidas
fotopolimerizaveis que sdo solidificadas camada por camada através da exposic¢do a luz UV. O
mecanismo de impressdo dos objetos tridimensionais ¢ bastante diferente comparando com a
impressora de filamento. Como ¢ possivel observar a partir da Figura 4, a impressora possui
um tanque, no qual ¢ depositada a resina, onde uma plataforma submerge parcialmente. Um
feixe de luz UV ¢ entdo projetado por uma tela digital, desenhando a primeira camada do objeto
na superficie da resina, e em seguida, solidificando-a. A plataforma entdo se move ligeiramente
para cima, permitindo que uma nova camada de resina liquida cubra a area solidificada. Esse
processo se repete camada por camada, solidificando a resina e formando o objeto

tridimensional com alta precisao e detalhes finos.
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Figura 4: Representagdo do Funcionamento de uma Impressora SLA. Entre as principais vantagens
da impressora de resina, destaca-se a sua capacidade de imprimir objetos com arquitetura bastante

complexas, e com altissima resolucdo. Figura adaptada da referéncia [50].

As impressoras 3D de resina oferecem algumas vantagens quando comparadas com as
baseadas em fusdo e deposicao de filamento. Uma das principais vantagens ¢ a capacidade de
produzir objetos com detalhes extremamente finos e superficies lisas, por conta da alta
resolugdo e precisdo do processo de fotopolimerizagao [51]. Além disso, a resina permite a
criacdo de estruturas complexas e intrincadas que seriam dificeis ou impossiveis de obter com

filamento.

Desde o inicio da utilizagdo das impressoras de resina como ferramenta de
processamento para a obtencdo de estruturas biodegradaveis, avangos significativos foram
observados no desenvolvimento de novas resinas biodegradaveis direcionadas a area biologica.
Grande parte dos polimeros utilizados na impressao SLA ou DLP utilizados para produgdo de
resinas fotopolimerizéveis sdo funcionalizados com grupos éster ou carbonatos, permitindo a
degradacdo destas resinas pelo processo de hidrolise [51], [52]. Atualmente, ¢ possivel
encontrar uma variedade de resinas biocompativeis direcionados a aplicagdes diversas, com

grande parte sendo direcionada especificamente para aplicagdes odontoldgicas [53].
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2.3. Grafeno

No contexto de produgdo de materiais compositos de matriz polimérica, um material
ganha grande destaque devido as suas propriedades relevantes: o grafeno. Este ¢ um material
cristalino bidimensional composto por atomos de carbono que estao dispostos em uma estrutura
hexagonal, como esta ilustrado na Figura 5 [14]. O grafeno ¢ um dos alétropos nao-naturais do
carbono, sendo derivado direto do grafite, que ¢ um material formado a partir da hibridizagao
sp? do 4tomo de carbono. O grafite ¢ a superposi¢io de varias camadas de grafeno que estio

ligadas por meio de ligacdes interplanares [14].

Cada atomo de carbono do plano basal do grafeno esté ligado aos a&tomos vizinhos por
meio de fortes ligacdes covalentes (ligagdes 6), 0 que garante uma alta estabilidade e resisténcia
mecanica ao material [13]. As diferentes camadas de grafeno, que quando sobrepostas dao
origem ao grafite, estdo ligadas por meio de ligagdes mais fracas (ligagdes do tipo m), o que
promove uma baixa resisténcia a tensdes de cisalhamento, gerando, consequentemente, uma

baixa resisténcia a separacao das camadas.

Grafite ' Grafeno

Figura 5: Representacio esquemadtica do grafeno. A figura mostra uma representagdo comparativa
entre o grafite (4), constituido a partir da sobreposi¢do camadas de grafeno, e em (B) uma monocamada

de grafeno isolada. Fonte: Proprio autor.

O alto grau de condutibilidade elétrica e térmica do grafeno ¢ uma caracteristica que
se deve em grande parte aos elétrons do orbital molecular do tipo 1 — formados pelos atomos
ndo-hibridizados — que ¢ perpendicular ao plano basal. Como referido anteriormente, os
orbitais 7 possuem uma energia de ligagdo significativamente menor, o que facilita a remocao

dos elétrons destes orbitais, favorecendo os processos de conducao [13].
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A maior facilidade de remoc¢ao dos elétrons dos orbitais moleculares pode ser atribuido
ao confinamento em duas dimensdes [54], resultando em um comportamento eletronico
favoravel para o surgimento de 6timas propriedades elétricas, térmicas e Oticas, que dao ao
grafeno o status de “material do futuro”. Devido ao fendmeno de confinamento 2D, e a estrutura
cristalina hexagonal do grafeno, os elétrons do material passam a se comportar como se
tivessem uma massa efetiva muito baixa, assemelhando-se aos férmions de Dirac, o que lhes
confere uma alta mobilidade eletronica devido a baixa interagdo com as cargas positivas dos

atomos que constituem a estrutura do material [55].

2.3.1. Sintese do Grafeno

K. S. Novoselov e colaboradores [56] foram os primeiros capazes de isolar uma tnica
camada de grafeno — a partir do grafite — por meio do processo de exfoliagdo micromecanica,
utilizando para tal feito, uma simples fita adesiva. A partir disso, foi possivel estudar e validar
experimentalmente as propriedades intrinsecas do grafeno, entretanto, de um ponto de vista
pratico, era necessario desenvolver técnicas que possibilitassem a obtencdo de um material

estavel e controlado para aplicagdes em larga escala, e com um custo acessivel.

Desde a primeira vez que o grafeno foi isolado por meio da esfoliagio mecénica,
diversas metodologias para a obtencdo deste material foram desenvolvidas, e podem ser
divididas e duas classes: “bottom-up” e “top-down” [12]. A Figura 6 apresenta uma ilustragao
sobre estas duas foras de obtenc¢do do grafeno. As metodologias "bottom-up" para a obtencdo
de grafeno, envolvem a constru¢do do material a partir de estruturas atbmicas menores, como
atomos de carbono individuais ou pequenas moléculas de carbono [57], [58]. J& nas
metodologias "top-down" envolvem a produgdo do material a partir de estruturas maiores, como
o grafite, e subsequentemente reduzindo-as para formar camadas de grafeno [59]. As
abordagens “fop-down” sao frequentemente utilizadas devido a sua relativa facilidade de

implementagdo em escala industrial.
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Figura 6: Métodos de Sintese do Grafeno. Esquema ilustrativo das abordagens utilizadas para

obtencdo do grafeno. Figura adaptada da referéncia [60)].

2.3.2. Polimeros Otimizados com Grafeno

Com o desenvolvimento de técnicas que possibilitaram a sintese do grafeno e seus
derivados em maior escala, logo estes materiais passaram a ser empregados em conjunto com
outros materiais, no qual entre estes estdo os polimeros. O grafeno mostrou-se capaz de otimizar
as propriedades mecanicas, térmicas e elétricas dos polimeros [61], [62] , ampliando ainda mais
as possibilidades de aplicagdes destes matérias, incluindo aquelas direcionadas para a area

biologica.

Tendo em vista que, em geral, os polimeros apresentam a caracteristica de serem bons
isolantes, a possibilidade de torna-los bons condutores por meio da inser¢do de grafeno em sua
estrutura se mostra como uma alternativa mais sustentavel e barata para aplicagdes como a
fabricagao de circuitos eletronicos [63], por exemplo. A capacidade do grafeno em modificar
as propriedades elétricas dos polimeros pode ser atribuida a facilidade com a qual esse material

consegue formar interfaces de interacdo com outros materiais. A modulag¢ao da carga liquida



14

superficial de um material também ¢ uma caracteristica muito importante no ambito das

aplicagdes biologicas.

Quando falamos em utilizar materiais para aplicagdes médicas, estamos nos referindo
direta ou indiretamente da interacdo destes materiais com uma estrutura biologica fundamental:
as células. Esta estrutura ¢ delimitada por uma camada conhecida como membrana plasmatica,
e desempenha um papel fundamental na interacdo das células com outros organismos e
materiais, sendo essencial para varios processos bioldgicos importantes, como o transporte de

substancias, comunicagao e adesao celular [20].

Uma caracteristica muito importante das membranas celulares ¢ que estas apresentam
cargas de superficie, que influenciam nas intera¢des celulares, incluindo adesdo celular,
interagdes célula-célula e interagdes célula-material [20]. A Figura 7 apresenta uma ilustragao
acerca do mecanismo responsavel por promover o surgimento de cargas de membrana. As
bombas de sodio-potissio (Na*/K* — ATP) transportam ativamente fons através da
membrana, mantendo concentra¢des diferentes de ions Na® e potassio K* dentro e fora da
célula. Esse transporte ativo cria uma diferenca de potencial elétrico, gerando uma polarizacao,
e o acumulo de cargas na membrana. Os canais i0nicos por sua vez, permitem a passagem
seletiva de ions, de acordo com seus gradientes eletroquimicos. A abertura e fechamento desses
canais regulam o fluxo de ions, alterando a distribui¢do de cargas e contribuindo para a geragao
do potencial de membrana Além das cargas, outros parametros relacionados a superficie do
material, como rugosidade e dureza, influenciam no comportamento celular. A adesdo celular e
a adsor¢do de proteinas também ¢ diretamente afetada pela hidrofobicidade/hidrofilicidade e a
natureza quimica da superficie [64]. Um estudo desenvolvido por Arima, Yusuke e Iwata, Hiroo
[65] constatou que, de modo geral, células saudaveis apresentam seu maior grau de adesdo em
superficies com hidrofobicidade/hidrofilicidade moderada. Ainda neste aspecto, Feng, Jing e
Zhiguang Guo [66] destacam a capacidade do grafeno de atuar como uma cobertura capaz de
modular a hidrofobicidade/hidrofilicidade da superficie de materiais. Sendo assim, ¢ notavel
que o grafeno apresenta uma alta capacidade de modulacdo das caracteristicas dos polimeros,
indo além das propriedades mecanicas e elétricas. Deste ponto de vista, os compositos a base
de polimeros otimizados com grafeno apresentam um grande potencial para aplicacdes
biologicas, podem ser empregados, por exemplo, como superficies que favorecem ou

desfavorecem o crescimento e a proliferagdao de células.
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Figura 7: Cargas de Membrana. Representagdo esquematica da estrutura da membrana celular
explicando a distribui¢do da carga explicando a distribuicdo da carga superficial (a esquerda) e o

potencial da membrana (a direita). Adaptado de /67].
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3. Materiais e Métodos

Com base nos conceitos apresentados no presente capitulo acerca da sintese do
grafeno, e o processamento de materiais poliméricos por meio das técnicas de manufatura
aditiva, no capitulo seguinte, serdo abordados todos os procedimentos de sintese, preparacao,

producao e caracterizagdo das amostras obtidas ao decorrer deste trabalho.
3.1. Amostras Impressas em Filamentos (FDM)

A primeira parte do trabalho baseou-se em produzir amostras a base de PLA ¢ PLA
funcionalizado com grafeno por meio da impressdo 3D por filamento. Neste aspecto, foram
utilizados filamentos comerciais de PLA puro, e um filamento especial de PLA-Grafeno. A
partir da obten¢do dos copos de prova, deu-se inicio as caracterizagdes € 0S ensaio in-vitro,

como sera mostrado a seguir.
3.1.1. Impressao dos Corpos de Prova

Os corpos de prova foram obtidos a partir de uma impressora 3D, da marca Creality,
modelo Ender-3 S1 de propriedade do Laboratorio de Biofisica e Nanossistemas (LBN). Os
moldes das amostras foram criados no software de desenvolvimento CAD Autodesk Fusion
360, que se encontra disponivel gratuitamente para uso académico. Apds a criagdo dos corpos
de prova no Fusion 360, os arquivos foram exportados no formato especifico (*.STL) para que
fossem fatiados, ou seja, para que os arquivos fossem convertidos para uma extensao

compativel com o equipamento.

Para o fatiamento das pecas foi utilizado o software UltiMaker Cura 3D. Nele, foram
ajustados os parametros de impressao adequados para o material empregado (Tabela 1), como
a temperatura de extrusdo, temperatura da mesa e velocidade de impressao, bem como
caracteristicas que podem influenciar nos testes realizados, como por exemplo, a porcentagem
de preenchimento da peca, que influencia diretamente na porosidade final da amostra, ou a
geometria empregada nas camadas, caracteristica que influéncia na resisténcia mecanica. Apos
o ajuste destes e de outros parametros de impressdo, os corpos de prova foram impressos

utilizando-se dois tipos de filamentos: PLA transparente, e 0 PLA Grafeno Condutivo, ambos
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da empresa Voolt 3D. A propor¢do de PLA para grafeno do filamento PLA Grafeno condutivo
ndo ¢ fornecida pela empresa Voolt 3D, porém, para o filamento condutivo a base de grafeno da
empresa Graphene 3D Lab [68], a propor¢ao de grafeno ¢ de 30 — 40%. A Figura 8, ilustra os

processos criagao e fatiamento dos corpos de prova descritos anteriormente.

Tabela 1: Parametros basicos para impressdo dos corpos de prova

Parametros de Impressao

Temperatura de Extrusao 200°C

Temperatura da Mesa 60°C
Velocidade de Impressao 60 mm/s

Preenchimento da Peca 100%
Geometria do Preenchimento Retangular

Numero de Paredes 3
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28080 A

Figura 8: Desenvolvimento do Modelo em Software CAD. Ilustracdo do passo a passo das etapas
para obtengdo dos corpos de prova, no software de desenvolvimento CAD Fusion 360 (4), e em seguida,

o0 processo de fatiamento no software Ultimaker Cura (B).

3.1.2. Preparacao das Amostras para Realizacao dos
Ensaios In-vitro

Antes do inicio dos testes in-vitro, todas as amostras foram polidas com auxilio de uma
politriz metalografica, a fim de remover possiveis irregularidades na superficie do material,
bem como promover uma melhora na adesdo superficial do material. Neste processo, foram
utilizadas lixas de carbeto de silicio com granulometrias de 800, 1200, 2400 e 3000. A
rugosidade ¢ um fator que pode influenciar na adesdo das células, logo, tendo em vista os
ensaios de cultura de células, as amostras ndo foram polidas com pasta de diamante. Ao final

de todo o processo, as amostras foram limpas com alcool isopropilico.
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3.1.3. Ensaios In-vitro

3.1.3.1. Ensaio em Fluido Corporal Simulado (SBF)

Os ensaios de imersdo das amostras em SBF foram realizados no Laboratorio de
Biofisica e Nanossistemas (LBN), e em colaboragdo com o Laboratdério de Espectroscopia
Optica e Fototérmica (LEOF). O procedimento teve inicio com a preparagdo do SBF, que foi
de acordo com a metodologia empregada por Kokubo, Tadashi e colaboradores [69]. A Tabela
2 retine todos os reagentes utilizados para prepara¢do do SBF, além de suas respectivas ordens

de adigao.

Em um Becker de 1 litro, foi adicionado aproximadamente 700 ml de dgua destilada
auma temperatura de aproximadamente 36,5°C, no qual foram adicionados de forma gradativa,
os reagentes de 1 a 8. Apds isso, os reagentes 9 e 10 foram adicionados para regular o pH da

solugdo, que deve estar bem préximo a 7,40 a uma temperatura de 36,5°C.

Tabela 2: Reagentes utilizados para preparagdo do SBE, bem como as respectivas ordens de adigdo.

Ordem de Adic¢ao Reagente Grau de Pureza

1 NaCl 99,5%
2 NaHCO; 99,5%
3 KCl 99,5%
4 K,HPO, .3H,0 99,0%
5 MgCl, .6H,0 98,0%
6 1.0M — HCl *
7 CaCl, 95,0%
8 Na,SO0, 99,9%
9 (HOCH,)3CNH, 99,9%
10 1.0M — HCl *

Seis grupos amostrais foram submetidos ao ensaio de imersdo em SBF, estes sdo:
FPLA e FPLAG (amostras impressas com filamento), resina PLA pura (R-PLA) e

funcionalizada com 0,1; 0,2 e 0,3% de grafeno (R-PLAG) (amostras impressas com resina). O
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SBF foi adicionado em tubos Falcon de 50 ml, no qual as amostras foram fixadas com auxilio
de um prendedor. As amostras foram mantidas em banho maria a uma temperatura de 36,5°C.
O procedimento perdurou por 28 dias e foi acompanhado diariamente por meio da medi¢do do

Potencial Hidrogenionico (pH), com auxilio de um pHmetro de bancada.

3.1.3.2. Ensaio de Cultura de Células e Viabilidade
Celular

Os ensaios de cultura de células foram realizados em duas etapas: para as amostras de
filamento (FPLA e FPLAG) e para as amostras de resina (RPLA e RPLAG). Nas amostras de
FPLA, as culturas de células foram realizadas em parceria com o Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceard (UFC). Neste ensaio,
foram empregadas células controle da linhagem MNO1 (células de intestino ndo tumorais) e
células tumorais da linhagem AGP-03 (cancer intestinal). As amostras de FPLA ¢ FPLAG que
tiveram sua superficie previamente preparada com o polimento sem a utilizagdo de pasta de
diamante. As células foram cultivadas em placas de 16 pogos com os corpos de prova no fundo

de cada pogo, de acordo com a metodologia descrita por Gaspar e colaboradores [70].

O ensaio de viabilidade celular para as amostras RPLA ¢ RPLAG 0,1, 0,2 ¢ 0,3%,
iniciou-se 24 horas ap6s o plaqueamento em placa de cultura e a adesdo das células de
melanoma (linhagem MV3, proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro [71]), para
avaliar o potencial de inibi¢ao de crescimento de células tumorais. O tratamento foi realizado
por 24h e a solugdo de MTT (brometo de 3- [4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio) foi
adicionada a 1 mg/mL na concentragdo final com 200 uL de volume final por poco. As células
vidveis metabolizam o brometo de tetrazolio MTT em cristais de Formazan insoluveis em agua,
que podem ser quantificados por espectrofotometria apoés dissolugdo em um solvente
apropriado [72]. Sendo assim, os cristais de Formazan, que foram dissolvidos com 200 uL de

solugdo absoluta de Dimetilsulfoxido (DMSO) e a placa de absorbancia foi lida a 450 nm.
3.2. Amostras Impressas em Resina (SLA)

Como referido na Se¢do 2.3.1, uma das principais dificuldades associadas a
implementa¢do do grafeno em aplicacdes biologicas se deve a sua sintese, uma vez que, em

geral, para obter um material com maior grau de pureza por meio de um processo de esfoliagao
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mais eficaz, ¢ empregado o uso de acidos fortes. Neste aspecto, no presente trabalho, foi
desenvolvido um novo procedimento de sintese sem o uso de acidos fortes, como o acido
sulftrico, por exemplo, uma vez que possiveis resquicios destes acidos podem ser prejudiciais
as células e tecidos. Sendo assim, viabilizou-se o uso do grafeno obtido pela rota de esfoliagdo

eletroquimica e mecéanica em aplicacdes biomédicas.

3.2.1.1. Sintese do Grafeno

Para sintese do grafeno, foram testadas diferentes rotas, diferenciando principalmente
o material precursor (grafite). O método primario de sintese utilizado e adaptado foi a esfoliagao
eletroquimica, no qual consiste em utilizar uma solugdo eletrolitica que € responsavel por
intermediar a intercalacdo i0nica das camadas de grafite, promovendo a quebra das ligagdes

interplanares, e gerando assim o grafeno.

O procedimento de sintese teve inicio com a escolha do solvente da solucdo
eletrolitica. Algumas metodologias baseadas na esfoliagdo eletroquimica disponiveis na
literatura, utilizam ataques com acidos inorganicos para promover a intercalagdo idnica. Estas
rotas de sintese, que empregam acidos fortes, como o acido sulftirico [ 12], ndo sdo interessantes
tendo em vista a proposta de uso para aplicagdes biologicas do grafeno obtido, uma vez que
pode haver resquicios destes acidos, sendo nocivos para as c€lulas e os tecidos com os quais o
material terd contato. Por isso, na metodologia desenvolvida neste trabalho foi utilizado um sal

inorganico, o sulfato de soédio (Na,S0,), como soluto [12].

Tendo sido escolhido a solugdo eletrolitica que seria empregada, passou-se para a
escolha do catodo e do anodo que iriam compor a célula eletrolitica que seria utilizada para a
sintese. A partir de alguns testes utilizando folhas de grafite como catodo e anodo, optou-se pelo
emprego de outros materiais, como Platina (Pt) e Niquel (Ni), tendo em vista a obten¢do de
um material com maior grau de pureza e menos defeitos estruturais. Neste ponto, optou-se
também pelo uso do grafite de lapis, tendo em vista que a composicdo deste material, grafite +
argila, favorece o processo de esfoliagdo, uma vez que, durante esse processo, parte do grafite
nao esfoliado ird para o fundo do recipiente junto com a argila [73]. Além disso, a argila presente
na composi¢ao atua como um agente regulador do processo de esfoliagdao, impedindo que o

processo ocorra de maneira repentina, e evitando a formacao de placas.
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A partir disso, deu-se inicio os procedimentos experimentais. Em um Becker de 250ml,
foi preparada a célula eletrolitica, que consistia em uma solucdo de 10,65g de Na,SO, em
75 ml de 4gua destilada, que foi homogeneizada com o auxilio de um agitador magnético. Apos
a preparacgdo da solugdo, com o auxilio de uma fita, foram fixados os eletrodos nas paredes do
Becker. No terminal positivo (anodo) de uma fonte, foi ligado a haste de grafite, e no terminal
negativo (catodo) um fio de platina. Foi entdo aplicado uma diferenga de potencial de 10V

durante 15 minutos ou até todo o grafite ser esfoliado (Figura 9).

ApOs a etapa de esfoliagdo, deu-se inicio ao procedimento de sonicacdo (Figura 9.2)
com a finalidade separar as camadas de grafeno mecanicamente. Para isso, utilizou-se um
sonicador de ponteira com frequéncia de 40kHz durante 30 min. Finalmente, ap6s a sonicagao,
iniciou-se a etapa de limpeza e secagem do grafeno. O processo de lavagem ocorreu a partir da
centrifugacdo em 4000 rpm durante 30 min da solu¢do contendo o grafeno disperso (Figura
9.3). Devido a centrifugagdo, todo o material concentrou-se na parte inferior do tubo Falcon,
sendo assim possivel descartar parte do fluido. Em seguida adicionou-se agua destilada,

repetindo 0 mesmo processo por quatro vezes.
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Figura 9: Procedimento Experimental Para Sintese Do Grafeno. Em (1), ¢ mostrado a representa¢do
da primeira etapa do procedimento que é a esfoliacdo eletroquimica do grafite, que foi realizado em
uma solugdo de sulfato de sodio. Apos este procedimento, a solugdo foi levada para um sonicador de

ponteira (2), com o objetivo de promover a separa¢do das camadas por meio da esfoliacdo mecdnica.
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O passo (3) representa o procedimento de limpeza das amostras. No total foram realizadas trés lavagens

com dgua destilada. Por fim, foi realizada a secagem do grafeno obtido em uma estufa.

Atltima etapa do procedimento foi a secagem do material (Figura 9.4). Todo o grafeno
obtido foi depositado em uma placa de Petri e em seguida colocado em uma estufa a 90°C
durante 30 minutos. Apds essa etapa, os materiais obtidos foram levados para caracteriza¢ao

por DRX e ER.

Todo o procedimento descrito foi testado diversas vezes variando as configuragdes da
célula eletrolitica empregada. Foram utilizados grafite proveniente de lapis com diferentes
concentragdes de argila, em especifico, os grafites 8B, 6B, 2B ¢ HB. Em termos de quantidade
de argila na composi¢ao, temos a seguinte classificagdao: 8B < 6B < 2B < HB. O percentual de
grafite para argila pode variar, dependendo da fabricante, porém, em geral, os lapis 8B sdo
compostos por 90-95% de grafite, o 6B por 80-90%, o 2B de 70-80%, ¢ o HB de 60-70% [74].
Além disso, em algumas rotas foi empregado o uso de Niquel no lugar da Platina. Estes testes
foram fundamentais para definir qual a melhor configuracdo para obter um material com

elevada pureza e um baixo nivel de defeitos estruturais.

3.2.1.2. Adicao de Grafeno a Resina

A funcionalizagdo da resina BioPLA (da marca eSun) com grafeno deu-se por adi¢do
direta. Em um Becker, foi adicionado 250 ml de resina, e em seguida adicionado a quantidade
de grafeno equivalente a uma concentragdo de 0,1 —0,3%. Em seguida, a solucdo
“resina+grafeno” foi levada para um sonicador de ponteira, no qual foi configurado a 80% de
sua poténcia total (40kHz), para promover a homogeneizagao do material. O tempo de total de

sonica¢ao foi de 30 minutos.
3.2.1.3. Impressao das Amostras

O método de impressdo das amostras de resina ¢ semelhante ao descrito anteriormente
na Secdo 3.1.1. O processo teve inicio com o desenvolvimento do corpo de prova no software
CAD Autodesk Fusion 360. Em seguida, os moldes foram exportados para o software de
fatiamento Halot Box, disponibilizado gratuitamente pela fabricante da impressora. Nesta etapa,

foram ajustados os parametros de impressao, como tempo de exposi¢do da primeira camada e
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camadas subsequentes, espessura das camadas, e velocidade do motor. Ao final desta etapa, os
arquivos foram exportados e levados para impressdo. O equipamento utilizado foi uma

impressora da marca Creality, modelo Halot Mage SK.

3.3. Técnicas de Caracterizacao

3.3.1. Difracao de Raios X (DRX)

O conhecimento acerca do arranjo espacial dos 4&tomos que constituem um material €
fundamental para compreender suas propriedades e comportamentos em diferentes condigdes.
A microestrutura dos materiais, que inclui aspectos como tamanho de grio, fases presentes e
defeitos cristalinos, tem uma influéncia direta e significativa nas suas propriedades
macroscopicas, como como dureza, ductilidade, resisténcia a fratura e condutividade elétrica
[75]. Neste aspecto, um método crucial que auxilia na determinagdo dessa estrutura ¢ a técnica
de difracdo de raios X, que permite identificar a disposi¢do dos atomos na estrutura do material,

revelando detalhes precisos sobre a amostra analisada.

Os chamados raios X foram descobertos em 1895 pelo fisico alemdo Wilhelm Conrad
Rontgen, recebendo este nome devido a sua natureza desconhecida naquele momento. No ano
de 1912, durante os experimentos realizados por William Lawrence Bragg, juntamente com seu
pai William Henry Bragg, foi observado o fendmeno de difragdo de raios X através de cristais
de NaCl e ZnS, trazendo entdo luz acerca da natureza ondulatoria dos raios X, e também

provendo um novo método capaz de fornecer informagdes estruturais da matéria [76].

Para o experimento realizado por Bragg, foi utilizada uma fonte de raios X responsavel
por emitir um feixe continuo, direcionado para incidir sobre um cristal. Sendo assim, quando
os raios X atingissem o material, os planos cristalinos iriam refleti-lo. Com o objetivo de captar
os raios refletidos e a suas respectivas intensidades, foram posicionados detectores em
diferentes angulos ao redor do cristal. A intensidade dos raios captados apos passarem atraveés
do cristal foi medida em termos da variacdao do angulo de incidéncia. Ao observar os padroes
de difracdo e os angulos nos quais os picos eram observados, Braag foi capaz de chegar a
relagdo matematica que descreve a condicao para que ocorra a difragao de raios X (Equacao 1).

A Figura 10 ilustra o fenomeno de difracdao nas condigdes definidas pela Lei de Braag.

2dsen(0) = ni Eq.1
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Para o presente trabalho, os respectivos difratogramas das amostras foram obtidos a
partir de um difratdmetro da marca Bruker, modelo D8 Advance equipado com um tudo de
radiacdo Cu — ka (1 = 1,5406 A), tensdo de 40kV, corrente de 40mA, e detector linear. O
equipamento ¢ pertencente as instalagdes da Central Analitica de Materiais da Universidade
Federal do Maranhdo, campus Don Delgado. Os dados foram obtidos no intervalo 260 de 5° a

75°, em passo angular de 0,02°, tempo de contagem 2s por passo.

Feixe de
Raios
Incidentes

Feixe de
Raios
Difratados

Figura 10: Representagdo da difracdo de ondas incidentes em uma estrutura cristalina. Um feixe de
raios X paralelo, monocromatico e coerente incide com um dngulo 0 sobre dois planos atomicos

paralelos, separados por uma distancia interplanar dyy; sendo dispersos pelos atomos A e B.
3.3.2. Espectroscopia Raman (ER)

A descoberta do efeito Raman foi realizada pelo fisico indiano Chandrasekhara
Venkata Raman em 1928, juntamente com seu colaborador K.S. Krishnan. Esse efeito refere-
se a dispersao ineléstica de luz, onde um pequeno ntimero de fétons que interage com as
moléculas de uma substancia sofre uma mudanga em seu comprimento de onda. Quando a luz
incide sobre uma molécula, a maior parte ¢ espalhada elasticamente (dispersao Rayleigh), mas
uma fracdo muito pequena ¢ espalhada inelasticamente, resultando em uma mudanca de energia

correspondente a diferentes modos vibracionais ou rotacionais da molécula [77].

O espalhamento inelastico ¢ subdividido em dois tipos principais: espalhamento
Stokes e anti-Stokes, como ilustrado na Figura 11. No espalhamento Stokes, os fotons

incidentes, com frequéncia v,, perdem energia para as moléculas do material, resultando em
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fotons espalhados com menor energia (portanto, maior comprimento de onda) do que os fétons
incidentes. Ja no espalhamento anti-Stokes, por outro lado, os fotons incidentes ganham energia
das moléculas, resultando em fotons espalhados com maior energia (logo, menor comprimento
de onda). Isso acontece quando as moléculas ja estdo em um estado vibracional ou rotacional

excitado e transferem essa energia adicional para os fotons incidentes [78].

Espalhamento
Raman (Stokes)
Vg— 7V

Luz de
Excitagdo
(vo)

>
—

/
/
v Espalhamento
Eldstico (Rayleigh)
Vo

Espalhamento Raman
(Anti-Stokes)
VotV

Figura 11: Principios Bdsicos de Funcionamento da Espectroscopia Raman. Representacdo do
principio de funcionamento da técnica de ER. Quando a luz de um laser monocromatico incide sobre
uma amostra, a maior parte da luz é espalhada elasticamente (Espalhamento Rayleigh), sem mudanga
de energia. No entanto, uma pequena fracdo da luz é espalhada inelasticamente, com uma mudanc¢a de
energia que corresponde a transi¢oes vibracionais, rotacionais ou outras transigoes baixas de energia

das moléculas na amostra (espalhamento Raman). Fonte: proprio autor.

A técnica de Espectroscopia Raman ¢ essencial para determinar os modos vibracionais
das moléculas e grupos funcionais, fornecendo informacdes valiosas acerca da composicao
quimica, e da estrutura molecular do material. Além disso, a técnica de ER ¢ capaz de fornecer
informagdes sobre a interacdo molecular, auxiliando, por exemplo, na compreensdo das

propriedades dos nanocompdsitos.

As medidas de ER foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia Vibracional e
Impedancia da UFMA. Para isso, foi utilizado um espectrdmetro Horiba Jobin-Yvon modelo
T64000 ao qual estd acoplado a um microscopio BX41 Olympus, com uma lente objetiva de
100x com distancia de trabalho (WD = 20,4mm) e uma CCD (Charge-Coupled Devices) que

atua como uma detectora de carga acoplada resfriada com nitrogénio liquido, responsavel por
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diminuir a interferéncia vibracional das moléculas do proprio equipamento de deteccio.
Destaca-se que as medidas foram realizadas nas amostras FPLA e FPLAG impressas e antes da

imersdao em SBF, nao sendo realizadas medidas de ER apo6s o teste em SBF.
3.3.3. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A microscopia de forga atdmica (ou AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) ¢ uma
técnica avancada de caracterizacdo capaz de fornecer informagdes preciosas acerca das
propriedades nanoestruturais € nanomecanicas de uma ampla gama de amostras, ¢ faz parte da
familia de microscopios de varredura por sonda (SPM, do inglés Scanning Probe Microscopy).
Desenvolvida por Gerd Binnig, Calvin Quate e Christoph Gerber em 1986 [79], esta técnica
permite a visualiza¢do de superficies com resolugdo atdmica, utilizando para isso, uma ponta
extremamente fina, com didmetro de alguns nandmetros, que escaneia a superficie da amostra.
Durante a varredura, as interagdes entre a ponta e a superficie geram forcas detectadas pelo
sistema, proporcionando informagdes detalhadas sobre a topografia, propriedades mecanicas e

outras caracteristicas da amostra.

A técnica de AFM funciona com base na interagdo entre uma pequena ponta afiada e
a superficie da amostra. A ponta, montada na extremidade livre de uma alavanca flexivel
(chamada cantiléver), varre a superficie da amostra enquanto um feixe de laser monocromatico
¢ refletido na parte superior do cantiléver para detectar sua deflexdo, ocasionada devido a
aproximacao (ou afastamento) da sonda em relagdo a superficie da amostra, dando origem a
forcas intermoleculares. Essas deflexdes sdo medidas pelo movimento do feixe de laser em um
detector de posi¢do bastante sensivel, gerando mapas bidimensionais e tridimensional
detalhados da topografia. O AFM possui diferentes modos de operagdo, sendo estes: contato,
ndo-contato e contato intermitente. A principal diferenca entre os modos de operagao € o regime

de forga de interacdo entre o conjunto sonda-amostra (Figura 12).
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Figura 12: Modos de Operagdao do AFM. Representagdo dos modos de operacdo do AFM, com base

no regime de forgas de interagdo (potencial de Lennard-Jones). Fonte: proprio autor.

Em comparagdo com outras técnicas de microscopia, o AFM destaca-se por sua
capacidade de fornecer imagens tridimensionais de superficies com resolugdo atomica, sem a
necessidade de pré-tratamento das amostras, como metalizagdo ou fixagdo, que sdo comuns em
microscopia eletronica. Outro ponto positivo da técnica deve-se a sua capacidade de realizar
medi¢des em ambientes variados, incluindo liquidos ou vacuo, transformando o equipamento

em uma ferramenta poderosa para estudos em biologia e ciéncia dos materiais.

As curvas de forga obtidas a partir das medidas de AFM carregam informagdes sobre
a natureza fisica da superficie da amostra. A Figura 13 mostra um ciclo de aproximacao (linha
azul) e retracdo (linha pontilhada vermelha) de uma sonda AFM da superficie de uma amostra.
Cada parte da curva carrega uma informagdo especifica e, para a acessar, sio empregados

modelos matematicos especificos [80], [81].
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Figura 13: Curva de Forca Caracteristica de AFM. Curva de forca em func¢do da distancia sonda-

amostra. Fonte: proprio autor. Fonte: proprio autor.

Todos os grupos de amostras foram caracterizadas por AFM no modo de operagao
Quantitative NanoMechanics (QNM), com o objetivo de obter informagdes sobre a rugosidade
superficial, e das propriedades nanomecéanicas, tal como a adesdo e modulo de Young (YM).
As medidas foram realizadas no Laboratdrio de Biofisica e Nanossistemas da UFMA. Para as
medidas, foi utilizado um microscopio de varredura por sonda da marca Bruker, modelo
MultiMode 8, equipado com uma controladora NanoScope 5. A medidas ocorreram em

temperatura ambiente, € com umidade do ar controlada. As medidas de AFM foram realizadas

nas amostras FPLA e FPLAG (impressos), € apds a etapa de polimento.

3.34. Microscopia de Sonda por Forc¢a Kelvin
(KPFM)

Com o objetivo de verificar as alteracdes causadas pela adi¢do de grafeno a estrutura
do PLA, foram obtidos, também, dados sobre o potencial de superficie das amostras FPLA e
FPLAG por meio da técnica de Microscopia de Forga Kelvin (KPFM). A técnica de
Microscopia de Sonda por Forca Kelvin (KPFM, sigla para Kelvin Probe Force Microscopy),

se baseia no mesmo principio de funcionamento da técnica de AFM, no qual uma sonda varre
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a superficie da amostra. Porém, o principio fisico de funcionamento ¢ baseado em um
microscopio de forga eletrostatica (ou EFM, da sigla Electrostatic Force Microscopy), no qual
¢ capaz de fornecer informagdes quantitativas sobre a distribuicao local do potencial de

superficie, bem como a fung¢ao trabalho do material.

O funcionamento da técnica de KPFM se baseia no alinhamento dos niveis de energia
de Fermi® [82]. Uma vez que dois materiais entram em contato, neste caso a superficie da
amostra e a sonda, ocorre uma transferéncia de elétrons até que os seus niveis de Fermi estejam
iguais, sendo estd uma resposta a diferenga de potencial elétrico, e uma consequéncia da busca
por um estado de menor energia por parte do sistema fisico. Logo, a partir desta tendéncia de
equiparagdo dos niveis de Fermi, e conhecendo a funcado trabalho da sonda utilizada, o software
do microscopio € capaz de aferir valores de potencial de superficie e fungao trabalho do material

analisado.

3.3.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)/
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) € uma técnica crucial para a analise de
materiais em alta resolugdo, permitindo a visualizagdo detalhada das superficies e estruturas
internas dos materiais com ampliacdo que pode chegar a milhdes de vezes [83]. Tendo origem
na década de 1960, esta técnica revolucionou diversos campos da ciéncia e da engenharia ao
oferecer imagens com aparéncia tridimensional, com grande profundidade de campo e alta
resolucdo. A técnica ¢ essencial na caracterizacao de materiais, falhas em componentes, analise
de superficies e investigacdo de nanomateriais, contribuindo significativamente para avangos

na ciéncia dos materiais, biologia, medicina e eletronica, etc [84].

Na técnica de MEV, a radia¢do de interesse inclui elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados, raios X caracteristicos, elétrons Auger e catodoluminescéncia (Figura 14). Os
elétrons secundarios, originados da superficie da amostra, fornecem imagens topograficas de
alta resolugao. Os elétrons retroespalhados, resultantes de colisdes elasticas, fornecem contraste

composicional baseado no nimero atdomico. Os raios X caracteristicos, gerados por transi¢oes

2 O nivel de Fermi é a energia maxima que os elétrons em um material podem ter a uma temperatura de zero
Kelvin. Em termos praticos, ele indica a probabilidade de ocupagdo dos estados eletronicos e ¢ fundamental para
determinar as propriedades eletronicas e de transporte de um material.
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eletronicas internas, sdo usados na espectroscopia de dispersao em energia (EDS) para anélise
elementar. Os elétrons Auger, emitidos de maneira similar aos raios X, sdo utilizados em
analises de superficie. A catodoluminescéncia, emissao de luz visivel ou UV, ¢ utilizada para
estudar propriedades oOpticas e composicao de materiais. Essas radiagdes sao coletadas por
detectores especificos no MEYV, permitindo obter informagdes detalhadas sobre a morfologia,

composicao e propriedades dos materiais [84].

As anélises de MEV foram realizadas na CeMatBio-UFMA, utilizando um
equipamento EVO HD, da empresa Zeiss, equipado com uma unidade HD 15 com pressao
variavel (até 273 Pa), estdgio motorizado de 5 eixos concéntricos, cdmara com iluminagdo na
faixa do infravermelho, copo de Faraday e monitor de corrente da amostra. Para detec¢do das
radiagdes de interesse, sdo acoplados ao equipamento um detector e Elétrons Secundarios (SE)
para alto vacuo, detector SE em pressdo varidvel (VPSE), um detector de Elétrons
Retroespalhados (BSE) de 5 segmentos de 16mm, além de um detector EDS XFlash 410, um
detector de raios-X em energia dispersiva, com 4rea de deteccdo de 10mm? e resolucdo de

129eV a Mn K.

Feixe de
Elétrons
"
Elétrons Auger ‘ | Elétrons Secundarios (ES)

Composicdo atémica superficial \ | Informacdes topograficas

] Elétrons Retroespalhados (ER)

aios cteristi D
Ralos X caracteristicos (EDX) \ | Numero atémico e diferencas de fases

Composicédo atdmica volumétrica
Raios X continuo

Catodoluminescéncia (Bremsstrahlung)

Informagédes de estados

eletronicos f

AMOSTRA

Elétrons transmitidos
Informacdes morfoldgicas (MET)

Figura 14: Gota de Interagio do MEV. Efeitos produzidos pela interagdo do feixe de elétrons com uma

amostra. Fonte: adaptada da referéncia [85].
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3.3.6. Microdureza Vickers (MV)

A microdureza Vickers ¢ uma técnica de medicao de dureza que utiliza um indentador
piramidal de diamante com uma base quadrada para penetrar na superficie do material. A dureza
¢ determinada aplicando uma carga conhecida ao indentador e medindo a diagonal da impressao
deixada na superficie. Os valores de microdureza Vickers diferem significativamente entre
amostras macias ¢ duras devido a resisténcia intrinseca dos materiais a deformacao plastica.
Em amostras macias, como alguns metais nao tratados ou polimeros, o indentador de diamante
penetra mais profundamente, resultando em impressdes maiores e, consequentemente, valores

de dureza Vickers mais baixos [75].

Por outro lado, em amostras duras, como metais endurecidos, ceramicas ou
compositos, a resisténcia a penetracao € muito maior, produzindo impressdes menores e valores
de dureza Vickers mais altos. Essa diferenca ocorre devido a fatores como ligacdes atomicas
mais fortes e estruturas cristalinas mais resistentes a deformagao em materiais duros, enquanto
materiais macios possuem estruturas que permitem uma maior mobilidade de deslocamento da

microestrutura do material quando submetido a cargas externas.

Os valores de MV das amostras foram obtidos a partir de um microdurémetro Vickers
HMV-2T, da empresa Shimadzu, disponivel Laboratorio de Ensaios Mecanicos e
Termomecanicos do Instituto Federal do Maranhdo, Campus Monte Castelo. Foram produzidas
10 indentagdes na superficie de cada amostra, aplicando-se uma carga de 490 mN (ou =
0,05 kgf) durante 15 s. Conhecendo a geometria do penetrador, ilustrado na Figura 15, ¢
possivel chegar calcular a microdureza Vickers por meio da seguinte expressao:

1,8544 X F
y= 21—

7 eq.2

onde HV corresponde ao valor da Microdureza Vickes, F a carga empregada, e d a média dos

valores das diagonais d; e d,, como representado na Figura 15.
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Figura 15: Penetrador de Diamante MV. Representagdo da geometria do indentador utilizado para a
realizacdo do ensaio de microdureza Vickers e a forma de impressdo feita no material. Fonte: proprio

autor.

4. Resultados e Discussao

Na secdo anterior foram descritos os procedimentos, métodos e equipamentos
utilizados na sintese e na caracterizagdo estrutural, vibracional e elétrica dos materiais
analisados. Nesta secdo, serdo mostrados os resultados obtidos com foco nos objetivos e metas

deste trabalho, além de analisa-los com base nas evidéncias ja descritas na literatura.

4.1. Parte 1 — Amostras Produzidas por Impressao 3D de

Filamento

4.1.1. Difracao de Raios X (DRX)

A Figura 16 mostra o difratograma das amostras de FPLA e FPLAG antes dos ensaios
de imersdo em SBE. E possivel observar que todas as amostras analisadas apresentam picos
caracteristicos tanto do PLA, quanto do grafite. A presenca destes picos estreitos € intensos

indica algum ordenamento das cadeias do polimero, logo, podemos concluir tratar-se do PLLA
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(acido poli-L-lactico), ou de uma mistura racémica das duas formas enantioméricas do acido
latico, o copolimero chamado poli-DL-acido latico (PDLLA), justamente por apresentar certo
grau de cristalinidade. Para o FPLA, foi possivel identificar dois picos caracteristicos, que se
encontram em torno das posicdes 260 =~ 16,4° ¢ 20 =~ 18,7° (linhas tracejadas destacadas na
Figura 16) e sdo atribuidos aos planos cristalograficos (110)/(220), e (203), respectivamente
[38], [86], [87]. Esses picos correspondem as unidades de repeticdo da estrutura cristalina do

PLA e sdo utilizados para determinar o grau de cristalinidade do material [39], [87].

Ja para a amostra de FPLAG, além dos pico caracteristicos do polimero, € possivel
visualizar também outros dois picos, um com intensidade bastante elevada por volta de 26 =
26,4°, que corresponde ao espagamento de 0,334 nm entre os planos basais do grafeno, e outro
menos intenso por volta de 54,3°, no qual ambos sdo caracteristicos do grafite [37], [39]. A
intensidade elevada do pico localizado em 26 = 26,4° indica que o material corresponde ao

grafeno com o mesmo espagamento basal do grafite natural [88].

(110)/(220)

Intensidade (u.a.)

| I FPLAG

FPLA

10 20 30 40 50 60 70 80
20 (Graus)

Figura 16: Difratograma das Amostras FPLA/FPLAG. Difratograma das amostras de FPLA e FPLAG
antes da imersdo em SBF. Para a amostra FPLAG, observa-se o surgimento de picos (sombreados em
cor magenta), um com maior intensidade, por volta de 20 = 26,6°, e outro menos intenso 54,3°, ambos

associados a presenca de grafeno na estrutura.
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4.1.2. Espectroscopia Raman (ER)

Por conta do principio de funcionamento da técnica, que se baseia na deteccdo de
fotons que sofrem espalhamento inelastico devido a interacdo com a nuvem eletronica das
moléculas do material, a Espectroscopia Raman (ER) possui uma alta sensibilidade de deteccao
de deslocamentos das nuvens eletronicas de grupos funcionais presentes nos materiais, logo, no
contexto deste estudo, esta técnica pode conceder informagdes importantes acerca da natureza
fisica e quimica dos polimeros [91]. A técnica de ER ¢é capaz revelar caracteristicas unicas do
material, auxiliando na determinagdo da composicao, cristalinidade e outras propriedades
essenciais para o desenvolvimento e aprimoramento de novos polimeros € nanocompositos

[31], [91].

A Figura 17 mostra o espectro Raman para as amostras FPLA/FPLAG apos a
impressao 3D, no qual ¢ possivel constatar os modos vibracionais caracteristicos do polimero.
Observando o espectro da amostra FPLA (linha cinza), é possivel verificar a presencga de bandas
de absor¢do nas regides entre 2880 cm™! e 2990 cm ™1, as quais podem ser atribuidas aos
modos de estiramento das ligacdes C — H [92]. Podemos observar também a banda
caracteristica do modo vibracional de estiramento das ligagdes C = O, por voltade 1770 cm™1,
além dos modos vibracionais em 1450 cm™1, que ¢ atribuido a presenca de grupos éteres (CH;)

1. que est4 associado a deformagdo angular do tipo tesoura, das ligagdes de

eem 1128 cm™
grupos CHs [31]. J4 as bandas em 875 cm™! e 411 cm™! sdo atribuidas, respectivamente, a
vibragdo de estiramento simétrico e a deformacao das ligagcdes quimicas do grupo carboxilato

(C — C00) [31].
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Figura 17: Espectro Raman. Espectro Raman das amostras de FPLA (linha cinza) e FPLAG (linha
vermelha) caracterizadas apés a impressdo 3D. E possivel observar todos os modos vibracionais
caracteristico do polimero na amostra PLA, porém, nota-se que apos a funcionalizagdo com o grafeno,

os modos vibracionais caracteristicos do polimero sdo suprimidos.

Diferente dos resultados observados para o DRX, no qual ¢ possivel verificar tanto os picos
caracteristicos do PLA quanto do grafeno para a amostra FPLAG, no Raman, apenas a Banda-
D (=~ 1330 cm™?1), Banda-G (= 1582 ¢m™1), e a Banda-2D (2656 cm™1) [93], que estdo
associadas a materiais a base de carbono, como grafeno e grafite, sao observadas. A auséncia
de sinal dos modos vibracionais caracteristicos do PLA pode ser atribuida a uma sobreposi¢ao
por parte dos modos vibracionais do grafeno, uma vez que este material apresenta uma maior
capacidade de absor¢do dos fotons de luz (energia), o que reflete em uma maior intensidade da
sua assinatura vibracional. A Tabela 3 retine todos os modos vibracionais identificados para

ambas as amostras.

Tabela 3: Assinaturas vibracionais dos grupos funcionais da amostra de PLA puro, e as bandas

caracteristicas do grafeno observadas na amostra PLAG.

Assinatura Vibracional Comprimento de Onda

(em™)
PLA

3v(0 — H) 3000
v(C—-H) 2950
2880
v(C = 0) 1770
v(CH3) 1450
v(C — CH3) 1040
4y(CH3) 1128
v(C—-C00) 875

3 v: modo vibracional de estiramento.
4 y: deformacdo angular do tipo tesoura.
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56(C — CO0) 411
PLAG
banda - 2D 2656
banda - G 1582
banda — D 1330

4.1.3. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A Microscopia de Forca Atdmica (AFM) ¢ uma ferramenta poderosa para determinar
caracteristicas importantes de um vasto nimero de amostras, principalmente por conta de sua
alta versatilidade de operagdo. Devido a sua altissima resolucdo espacial, podemos obter mapas
topograficos bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D) que possibilitam investigar possiveis
alteracdes na superficie de amostras. Além das informacdes topograficas, a técnica de AFM ¢
capaz de fornecer informagdes sobre as propriedades nanomecanicas, como adesao e modulo
de Young, do material em analise. Com estas informacdes, podemos averiguar, por exemplo,

como a matriz polimérica de PLA se comporta apos a inser¢do do grafeno em sua estrutura.

A Figura 18 mostra os mapas topograficos 2D e 3D das amostras de FPLA (Fig. 18A
e Fig. 18B) e FPLAG (Fig. 18 C e Fig. 18D), além do grafico comparativo dos valores de
rugosidade para cada amostra (Fig. 18 E), seguindo a metodologia reportada por Batista e
colaboradores (2024) [94]. Os valores médios de rugosidade para cada amostra, FPLA e
FPLAG, sio, respectivamente, 146 (+57,7 nm), e 86,9 (22,3 nm). E possivel verificar que
a profundidade, que podemos considerar como sendo a distancia vertical entre os picos e 0s
vales, referente a amostra FPLAG ¢ menor, o que ira refletir em um menor valor para rugosidade

média (Fig. 18E).

5 §: modo vibracional de flexdo (ou deformagio).
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Figura 18: Mapas Topograficos de AFM e Rugosidade Média. Mapas bidimensionais e tridimensionais
das amostras de FPLA (A e B) e FPLAG (C e D). Podemos observar uma diminui¢do da profundidade
relativas aos picos e vales da amostra de FPLAG, caracteristica que reflete em um menor valor de

rugosidade para a amostra. Os mapas correspondem a varreduras de S5pym X Sum.

Kreta, Ahmed e colaboradores [95], em seu estudo analisando as alteracdes
ocasionadas pela inser¢do de 6xido de grafeno (OG) em filmes finos de quitosana, mostrou que,
quando inserido na matriz do material, o0 OG atua como um agente de preenchimento, ocupando
pequenas vacancias na superficie do material. Logo, a diminui¢do na rugosidade evidenciada
para a amostra PLAG pode ser associado ao preenchimento de lacunas na estrutura do material,
devido a inser¢cdo do grafeno na forma de nanocomposito a matriz do polimero. Essa
caracteristica pode ser associada a forte interacdo entre o grafeno e as cadeias de acido
polilatico, o que garante uma melhor adesdo entre as moléculas do polimero, resultando em

uma superficie mais uniforme.

A Figura 19 mostra mapas ilustrativos de adesdo da amostra FPLA (Fig. 19A) e
FPLAG (Fig. 19B), e um grafico comparativo dos valores médios de adesdo de ambas as
amostras (Fig. 19C). Os valores médios de forca de adesdo para cada amostra, FPLA e FPLAG,
sdo, respectivamente, 3,252 (+1,796 nN), e 2,211 (£0,741 nN). Podemos observar que a
amostra de FPLAG apresenta um valor médio de adesdo menor quando comparado com a
amostra de polimero sem a presenga de grafeno. Essa diminui¢ao pode ser explicada a partir da
influéncia das cargas liquidas de superficie do material, e a interacdo de origem eletrostatica

que ocorre com a sonda de AFM [96], [97].
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Figura 19: Mapas de Adesdo das Amostras PLA/PLAG Obtidos por AFM. Em (4), podemos observar
o mapa representativo de adesdo da amostra FPLA, e em (B) da amostra FPLAG. O grdfico
comparativo dos valores de adesdo das amostras (C), mostra uma diferenga significativa entres os dois

grupos de amostras. Os mapas correspondem a varreduras de 5um X 5um.

Um pardmetro fundamental para obten¢do dos dados de AFM ¢ a frequéncia de
obtencdo das curvas de forca. Os experimentos descritos neste trabalho utilizando a técnica de
AFM no modo QNM, foram realizados com uma frequéncia de aquisi¢do de 1kHz. E importante
notar que os dados referentes a forga de adesdo obtidos por AFM sdo influenciadas por alguns
fatores, como forcas de origem eletrostaticas, que surgem devido a eletriza¢do por atrito da
sonda devido a alta frequéncia de oscilacdo, for¢as de capilaridade, e de Van der Waals [98].
Especialmente para materiais ndo condutores, como os polimeros, em condigdes de baixa
umidade, a dissipag@o de cargas superficiais ¢ pouco efetiva, o que favorece a contribuicao das

forcas de origem eletrostaticas para o resultado de adesdo [97].

Como sera discutido posteriormente, o grafeno € capaz de alterar as propriedades
elétricas, como o potencial de superficie, quando uniformemente distribuido na matriz do
polimero. Um estudo realizado por Ze-Fen Liang e colaboradores [99], verificou que o Grafeno
apresenta uma distribuicdo de cargas ndo uniforme, e dependendo do material na qual ¢

adicionado, pode apresentar uma carga liquida negativa [100]. Sendo assim, ocorrera uma
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repulsdo adicional com a sonda de AFM, o que ira ocasionar uma diminui¢do na adesdo entre

as superficies dos materiais.

Além do fator associado ao tipo de material que constitui a sonda de AFM, a frequéncia
na qual as curvas de forca sdo adquiridas também influencia na adesdo do sistema sonda-
amostra. Para as amostras de FPLA e FPLAG, as varreduras foram realizadas com uma
frequéncia de aquisi¢ao de 1kHz. Nestas condi¢des, toda a sonda de AFM ird sofrer eletrizagao
por atrito, o que também ird contribuir para os resultados de adesao. Esse resultado motiva uma
aplicacdo bastante oportuna para esses materiais: superficies seletivas de controle de
crescimento de células tumorais. Células cancerigenas apresentam uma carga de superficie mais
negativa quando comparadas as células normais, e isso ocorre devido a alteragdes em sua
composi¢dao quimica e na estrutura de membrana, principalmente em virtude da presenga de
fosfolipidios de membrana, mucinas O-glicosiladas e gangliosideos sinalizados em sua

superficie [101], [102], [103].

Como observado anteriormente, a amostra de FPLAG apresenta um valor de adesao
média menor quando comparado ao FPLA (Fig. 19C), sendo assim, tendo em vista que tanto a
superficie do FPLAG, quanto a membrana das células cancerigenas possuem uma carga liquida
negativa, podemos pressupor que o polimero funcionalizado com grafeno pode apresentar uma
superficie que ndo favorece o crescimento deste tipo de célula, tornando biofilmes
funcionalizados com grafeno como um tratamento promissor para o controle do crescimento de
células tumorais. Esse resultado nos motivou a realizar os experimentos in-vitro de culturas de

células, que sera abordado posteriormente.

4.1.4. Microscopia de Forc¢a por Sonda Kelvin
(KPFM)

As amostras de FPLA e FPLAG também foram analisadas por meio da técnica de
KPFM, com o intuito de verificar as alteragdes nas propriedades elétricas em nanoescala
provocadas pela adi¢do do grafeno a matriz de PLA. Esta técnica ¢ capaz de fornecer
informacodes valiosas que podem ser relacionadas com o grau adesao celular na superficie do
material, visto que ¢ possivel adquirir dados sobre a fun¢do trabalho do material. Como
mostrado por Metwally, Sara e colaboradores [21], a fun¢@o trabalho e o potencial de superficie
estdo relacionados as propriedades elétricas e estruturais do material, e ambos podem

influenciar as interagdes do material com seu ambiente, incluindo interagdes com células em
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aplicagdes biomédicas. A Figura 20 mostra o grafico comparativo dos resultados de KPFM para
as respectivas fungdes trabalho do FPLA e do FPLAG. Verificou-se uma diminui¢do no valor
da fungao trabalho do FPLAG em relagdo ao FPLA (5,02¢V e 15,99¢V, respectivamente), o que
pode ser traduzido em uma menor energia necessaria para que um elétron seja removido da
superficie do material, chegando ao valor bem proximo obtido para o grafeno, que ¢ de 4,4eV

[104].

FPLA FPLAG
Contagem A Contagem B

— 15,99+ 026 eV —5,02+0.79eV
Pico de ajuste

Pico de ajuste

Contagem

, . ————
18 2 3 4 5 6 7 8
Funcio trabalho (eV) Funcgao trabalho (eV)

Figura 20: Dados de KPFM. As figuras (A) e (B) apresentam, respectivamente, a fungdo trabalho das
amostras FPLA e FPLAG obtidas a partir da técnica de KPFM. Em ambas as figuras observa-se a
curva em vermelho, que corresponde ao pico de ajuste (distribui¢do normal), e a contagem (linha preta)

que refere-se ao numero de regioes varridas em cada amostra.

Alguns trabalhos sugerem que, a inser¢do de materiais com boa condutibilidade
elétrica e térmica, como o grafeno, & uma matriz polimérica, pode gerar alteracdes na
distribuicao das cargas presentes o material [45], [46], [54], o que podera resultar em mudangas
na fungdo trabalho, visto que a presenga do grafeno pode criar interfaces elétricas ou
modificacdes na estrutura da superficie, que irdo afetar a energia de ligagdo dos elétrons,

ocasionando mudangas na fun¢do trabalho do material compésito final [105].

As alteragdes observadas na funcdo trabalho podem resultar em algumas
consequéncias, incluindo mudangas nas propriedades de transporte de carga, na adesdo de
células e na forma que o material ird interagir com seu ambiente [106]. Portanto, a adi¢do de

grafeno ao PLA, pode oferecer novas possibilidades para modificar e melhorar as propriedades
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deste material, visando o seu uso em aplicacdes especificas por meio da modulagdo de suas

propriedades.

4.1.5. Ensaios in-vitro

Os ensaios in-vitro sao experimentos realizados fora do organismo vivo, com o
objetivo de estudar fendmenos bioldgicos, farmacologicos ou quimicos [107]. Esses ensaios
sdo importantes para entender como substancias interagem com células, tecidos ou sistemas
bioldgicos isolados [108], [109], sem a complexidade e as varidveis associadas a um organismo
vivo completo. Estes ensaios sao amplamente utilizados na pesquisa cientifica para auxiliar, por
exemplo, no desenvolvimento de medicamentos, permitindo testes preliminares de segurancga e

eficacia antes de avangar para estudos em animais ou humanos.

Os estudos em SBF (do inglés Simulated Body Fluid) em biopolimeros como o PLA
sdo essenciais para avaliar sua biocompatibilidade, degradabilidade, formac¢ao de hidroxiapatita
(HA) (Cas(P04)30H ) € o desempenho mecanico do material em condigdes que simulam o
ambiente fisioldgico humano, contribuindo assim para o desenvolvimento de materiais
biomédicos seguros e eficazes. Ainda sob essa perspectiva, os estudos de cultura de célula
também sdo de grande importancia no processo para compreender os mecanismos de interagao
entre diferentes tipos de células com a superficie de biopolimeros como o PLA, por exemplo,

tornando possivel otimizar seu uso em aplicagdes especificas.

4.1.5.1. Imersao em SBF

Os ensaios de imersdo em SBF realizados nas amostras de FPLA e FPLAG tiveram
como finalidade verificar o suposto comportamento do material quando inserido no organismo.
Neste sentido, visando verificar a potencialidade do material para uso em aplicagdes no qual a
ossointegracdo ¢ um fator importante, o ensaio também objetivou analisar a capacidade do
material em atuar como suporte para o crescimento de cristais de HA. Além disso, o ensaio de
imersado em SBF teve por objetivo auxiliar na compreensdo das possiveis alteracdes

relacionadas a degradabilidade do PLA devido a adi¢dao do grafeno em sua estrutura.

A Figura 21 mostra o difratograma das amostras ap0s a realizagdo do ensaio de imersao

dos corpos de prova em SBF. Como ¢ possivel observar, o pico em = 16,6° sofreu alteragao,
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tanto para a amostra FPLA quanto para a FPLAG. A literatura mostra que o PLA apresenta
polimorfismo com trés fases principais, estas sdo: fases a, 8, e y [89]. Os picos 260 = 16,6° ¢
~ 19,1° sdo caracteristicos da fase a, e podem sofre um certo grau de desordem influenciada
pela temperatura [89]. Tendo em vista que as amostras estavam imersas a uma temperatura de
36,5°C por um longo periodo, esse pode ser o fator responsavel pela variagdo observada no
difratograma de FPLA e FPLAG ap6s o SBF, uma vez que, como observado por YU,

Wangwang e colaboradores [90], o grau de cristalinidade do PLA pode aumentar com a

temperatura.
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Figura 21: Difratograma das Amostras FPLA e FPLAG apds ensaio de imersdo em SBFE. Nota-se o
surgimento de picos em ambas as amostras. Para melhor comparagdo, sdo apresentados os picos tanto

da HA, quanto do NaCl.

Observa-se ainda que, ambas as amostras (FPLA/FPLAG) apresentam um pico com
intensidade elevada por volta da posicdo 260 =~ 32,1° (Fig. 21). A partir da andlise do
difratograma, dois materiais foram considerados como possiveis responsaveis por tal
assinatura: a Hidroxiapatita (HA, de formula quimica Ca,y(P0,4)¢(OH),) ¢ o Cloreto de Sodio
(NaCl). Posteriormente, com base nos dados de MEV-EDS (Se¢do 4.1.6), foi verificado que
essa assinatura observada em 26 ~ 31,76° para a amostra FPLA, e 20 =~ 32,36° para a amostra

FPLAG, corresponde a HA.
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Para garantir um maior controle do experimento, uma série de parametros dos corpos
de prova foram levadas em consideragdo antes do inicio dos testes. Os respectivos valores de

massa, ¢ as dimensdes de cada amostra estao dispostas nas Tabela 4.

Tabela 4: Parametros das amostras de PLA e PLAG antes da imersdo em SBF.

Parametros das Amostras Antes da Imersiao em SBF
FPLA 0,45408
FPLAG 0,32661

Massa das Amostras (g)

Dimensaes das Amostras Antes do SBF (mm)

FPLA  FPLAG

Comprimento 10,18 10,08
Largura 9,96 9,85
Espessura 4,02 2,68

Além disso, foi realizado o polimento das amostras afim de padronizar a superficie e
de reduzir a presen¢a de impurezas que poderiam influenciar nos resultados do experimento. A
Figura 22 mostra a superficie das amostras FPLA (Fig. 22B) e FPLAG (Fig. 22A) antes da
realizagdo do polimento. Este procedimento ¢ realizado tendo em vista que a rugosidade das
amostras em estudos de imersdo em SBF pode ser significativa, pois a rugosidade superficial
pode afetar a interagdo entre o material polimérico e o SBF, assim como a taxa de degradacgao

e a formacao de HA [37], [39].

Como ja referido na descricao da metodologia empregada no teste de imersdao em SBF,
todo o processo foi monitorado diariamente por meio da medi¢ao do pH da solugdo. A Figura
23 apresenta o grafico comparativo da variagdo do pH observada na solug@o na qual as amostras
de FPLA e FPLAG, estavam imersas durante o periodo de 28 dias. Apesar das flutuacdes
observados no grafico, a inclina¢do da reta de ajuste linear mostra um aumento progressivo nos
valores de pH, indicando uma maior disponibilidade de ions OH, fator que favorece a formacao
de HA, que foi constatado posteriormente a partir da analise de MEV/EDS (Se¢do 4.1.6). A
diminui¢do acentuada no valor do pH observadas nos primeiros 8 dias de imersdo pode ser
associada a uma maior taxa de trocas idnicas, visto que o sistema busca a estabilidade. Uma
vez que o ponto de saturagdo € alcancado, as trocas i0nicas sdo cessadas, € o sistema passa a

apresentar uma maior estabilidade, possibilitando a precipitagdo das fases de HA.
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Figura 22: Superficie das Amostras Impressas de FPLA/FPLAG Antes do Polimento. Imagens de
microscopio otico da superficie das amostras PLAG (4) e PLA (B), antes do procedimento de polimento

com lixas de carbeto de silicio.
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Figura 23: Variagdo do pH da Solucio de SBF. Grafico comparativo dos valores de pH medidos

durante os 28 dias de imersdo em SBF para ambas as amostras.

Ap6s a realizacdo dos testes em SBF, foram novamente tomadas as medidas das
respectivas massas e¢ dimensdes dos corpos de prova. Nao foram observadas variagdes
significativas tanto nos valores das massas, quanto nas dimensdes das amostras, o que pode ser
atribuido ao fato do PLA utilizado para a produ¢do dos filamentos apresentar um certo grau de
cristalinidade. Como mostrado por Peterson, Gregory I. e colaboradores [110], esse ¢ um fator

crucial para o controle da taxa de degradagao do material. No caso do PLA semicristalino, esse
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processo ¢ bastante demorado, podendo levar de 2 a 5 anos para alcancar a degradacao completa
[110].

Tabela 5: Comparativo do peso das Amostras FPLA e FPLAG antes e apos a imersdo em SBF.

Peso das Amostras Antes da Imersiao em SBF (g)

FPLA 0,45408
FPLAG 0,32664
Peso das Amostras Apds a Imersao em SBF (g)
FPLA 0,45452
FPLAG 0,32721

Apos a imersdo, as amostras foram cuidadosamente removidas e secas, para que
posteriormente fossem levadas para a caracterizagdo por DRX (estes resultados foram
apresentados e discutidos anteriormente na Secdo 4.1.1). A Figura 24 mostra a superficie das
duas amostras logo depois do fim dos testes em SBF. Na amostra de FPLAG (Fig. 24D), foi
observada uma alteragdo na coloracdo da superficie do material, que se tornou mais
esbranquicada. A amostra de PLA também apresentou uma alteracdo em sua cor, passando de
transparente (Fig. 24A), antes do inicio dos testes, para esbranquicada (Fig.24B). Como
observado por Bae, Ji-Young e colaboradores [111] ,em seu estudo envolvendo o
bombardeamento de PLA com particulas de HA, essa variagdo na cor pode estar associada a
alteragdes na composi¢do da superficie da amostra, ou simplesmente devido a formagao de sal

na estrutura.
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Figura 24: Imagens de Microscopia Opticas da Superficie das Amostras FPLA/FPLAG. Superficie
das amostras de FPLA (A) e FPLAG (C) apos o polimento com lixas de carbeto de silicio. As imagens
(B) e (D), mostram, respectivamente, a superficie das amostras de FPLA e FPLAG apds o periodo de

imersao em SBF.

4.1.5.2.Cultura de Células

Com o intuito de verificar a potencialidade de aplicagdo das amostras FPLA e FPLAG
como interface para o crescimento de células, um ensaio de crescimento celular foi previamente
realizado. Neste primeiro estudo, células controle foram cultivadas na superficie de ambas as
amostras, € observou-se que, para ambas, as células apresentaram uma taxa de crescimento
considerada boa, com aproximadamente 121 células na superficie da amostra FPLA, e 264 para
a amostra FPLAG. A Figura 25 apresenta um comparativo entre a superficie de ambas as
amostras apo6s a realizacao dos ensaios. Como ja referido anteriormente, a membrana celular ¢
rica em fons, como ions Potassio (K*) e fons Sodio (Na* ) [112]. Devido a presenca destes
ions, ocorre uma polarizagao da membrana, gerando um acumulo de cargas na parte interna e
externa. Em geral, células saudaveis apresentam uma carca liquida positiva, neste aspecto, e
tendo em vista a presenca de cargas negativas na amostra FPLAG, o maior nimero de células
presentes nesta amostra pode refletir uma maior afinidade com a superficie, entre outros fatores,

devido a atragdo de origem eletrostatica.
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Figura 25: Crescimento Celular Sobre a Superficie das Amostras FPLA/FPLAG. Comparativo das
amostras de PLA (4) e PLAG (B) apos o ensaio de cultura de células controle. Escala: 100 um.

Os testes de viabilidade celular sobre as superficies as amostras de FPLA e FPLAG
sdo mostrados na Figura 26. Como ¢ possivel observar para o controle negativo (pogos de
cultivo celular convencionais), as células tumorais (linhagem ACP-03, células tumorais de
intestino) apresentam uma maior taxa de crescimento quando comparada as células controle
(linhagem MNOI1, que sdo células de intestino ndo tumorais), uma caracteristica natural das
células cancerigenas [113], que tem maior taxa de proliferacdo e mobilidade. Para as amostras
FPLA, ¢ observada a mesma tendéncia obtida com o controle negativo, com as c€lulas tumorais
apresentando uma maior afinidade com a superficie do material, refletindo em uma maior taxa
de proliferacdo destas células. Ja para a amostra FPLAG, observa-se uma tendéncia contraria,
com as células do grupo controle apresentando uma maior taxa de crescimento, enquanto as
células da linhagem ACP-03 apresentam menor afinidade com a superficie deste material e

tendo seu crescimento inibido em 32%.
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Figura 26: Teste de Viabilidade Celular das Amostras FPLA e FPLAG. A partir dos ensaios de
viabilidade celular, observa-se que as células da linhagem tumoral (ACP-03) apresentam uma maior
afinidade com a superficie da amostra FPLA. Em contrapartida, observa-se o inverso para a amostra
FPLAG. Uma vez que as cargas desempenham papel fundamental na interacdo entre as células e a
superficie do material, esse comportamento pode ser atribuido a inversdo de cargas no material devido

a inser¢do do grafeno em sua estrutura.

A viabilidade celular ¢ influenciada por uma série de fatores caracteristicos do
material, como por exemplo a rugosidade, composi¢do quimica, e as cargas de superficie. Como
destacado por Metwally, Sara e Stachewicz, Urszula [21], as cargas superficiais possuem uma
contribuicao bastante significativa para a adesdo e posterior desenvolvimento das células. Uma
vez que a superficie do PLA pode apresentar uma carga liquida positiva devido a presenca de
grupos funcionais em sua composicao [114], [115], e tendo em vista que células tumorais, em
geral, apresentam uma carga liquida negativa por conta de alteracdes em suas proteinas de
membrana [101], a maior viabilidade celular da linhagem ACP-03 observada para a amostra
FPLA pode ser atribuida a maior afinidade de cargas, o que resulta em uma maior grau de

adesao/proliferagao destas células.

Em contrapartida, a insercao do grafeno a estrutura polimérica promove uma alteragao
na carga liquida do material, tornando-a negativa. Essa caracteristica pode ser atribuida ao
carater negativo do grafeno, principalmente devido a grande disponibilidade de elétrons dos
orbitais-mr, que estdo dispostos paralelamente ao plano basal do material [54]. Sendo assim,

uma vez que a superficie do material passa a ser negativa, ira surgir uma repulsdo eletrostatica
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com as células tumorais, o que ira desfavorecer a sua adesdo e proliferacdo. Ja as células
controle, por possuirem cargas de membrana oposta, irdo apresentar maior afinidade com a
superficie. Este resultado demostra, também, a capacidade de seletividade e diferenciacao

celular do material.

4.1.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia de Energia Dispersiva por Raio X
(EDS)

Tendo em vista as possiveis correlagdes entre a microestrutura do material e suas
propriedades macroscopicas, a analise investigativa com o intuito de verificar a presenca de
alteragdes na estrutura microscopica pode ser fundamental para predizer como estas mudangas
influenciam nas propriedades do material. Neste aspecto, a técnica de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) demonstra uma enorme vantagem quando comparado com a microscopia
optica, por exemplo, visto que o seu nivel de ampliagdo é consideravelmente maior. Utilizada
em conjunto com o MEV, a técnica Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) é uma

ferramenta eficaz para determinagdo precisa da composi¢ao quimica do material analisado.

A Figura 27 mostra a fotomicrografia das amostras FPLA e FPLAG polidas (antes da
imersdo em SBF) obtidas a partir do MEV, além dos seus respectivos mapas composicionais €
seus espectros EDS. Verifica-se que a superficie de ambas as amostras apresenta elevado grau
de similaridade, exibindo apenas pequenos defeitos (regides claras), que podem ser atribuidos
ao processo de polimento. As marcagdes em ambas as fotomicrografias indicam a regido na

qual as andlises de EDS foram realizadas.
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Figura 27: Fotomicrografia, Mapas Composicionais e Espectros EDS das amostras FPLA/FPLAG.
Imagens de MEV da superficie das amostras FPLA e FPLAG antes da imersdo em SBF, e seus

respectivos mapas composicionais, aléem dos espectros EDS.

A partir da microanalise, verificou-se a presenca de dois elementos na composicao das
amostras FPLA e FPLAG: Carbono (C), em maior teor, e oxigénio (O). A presenca de carbono
na composi¢cdo quimica de ambas as amostras pode ser atribuida tanto ao acido polilatico
((C3H403)y), quanto ao grafeno, para a amostra FPLAG. Ja o oxigénio, em menor teor, se deve

a presenca de grupos éteres e hidroxila na estrutura quimica do &cido lactico [31].

As informagdes obtidas a partir da técnica MEV/EDS sdo importantes para
complementar os resultados ja obtidos por meios de outras técnicas. Como observado
anteriormente na Secao 4.1.1, os difratogramas obtidos apos a imers@ao em SBF das amostras
FPLA/FPLAG, apresentaram picos proximos as regides caracteristicas do NaCl, e da
hidroxiapatita (HA). A partir da fotomicrografia e da andlise composicional das amostras por

meio do EDS, foi possivel confirmar a presenga de hidroxiapatita em ambas as amostras.

A Figura 28 mostra os resultados de MEV/EDS obtidos para a amostra de PLA puro
(FPLA) ap6s o periodo de imersdao em SBF. Como ¢ possivel observar na fotomicrografia,
houve a formacao de particulas esféricas na superficie da amostra, que podem ser atribuidas a
HA [116], [117]. Os dados de EDS indicaram a presenca de Célcio (Ca) e Foésforo (P), um

indicativo de que se trata de hidroxiapatita, e ndo de Cloreto de S6dio, que também apresenta
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assinatura devido a residuos que permaneceram apoés a etapa de limpeza, que ocorreu apds a

retirada das amostras da solugao de SBF.
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Figura 28: Dados de MEV/EDS amostra FPLA apos SBF. Fotomicrografia e mapas composicionais
da amostra FPLA apos a imersdo em SBE. Verifica-se a presenga de particulas esféricas na superficie

da amostra, além de Calcio e Fosforo na composi¢do, indicando a formagdo de HA.

A Figura 29 apresenta os resultados de MEV/EDS para a amostra FPLAG apos a
imersdo em SBF. Semelhante ao observado anteriormente para a amostra de PLA puro, também
ocorreu o crescimento de cristais em formato esféricos de HA, o que pode ser confirmado a
partir dos resultados de EDS, que indica a presenca de Calcio (Ca) e Fésforo (P) na composicao

quimica.
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Figura 29: Dados de MEV/EDS amostra FPLAG apos SBF. Fotomicrografia e mapas composicionais
da amostra FPLAG apos a imersdo em SBF. Semelhante ao observado anteriormente para a amostra
PLA pura, constata-se a presenga de particulas esféricas na superficie da amostra, alem de Cdlcio e
Fosforo na composicdo, indicando a formagdo de HA. Para o espectro EDS, verifica-se o aumento da
intensidade do pico associado ao elemento carbono, que pode ser associado ao grafeno presente na

estrutura do material.

Fatores como pH da solugdo, temperatura, e a presenca de ions especificos,
influenciam fortemente nos mecanismos crescimento dos cristais de HA na superficie dos
materiais [53]. Neste contexto, as superficies das amostras de FPLA e FPLAG se mostraram
como uma Otima plataforma para promover a nucleacdo, e subsequente crescimento de
microcristais esféricos de HA quando imersas em solu¢do de SBF. Essa caracteristica pode ser
associada a estrutura molecular dos polimeros, que pode atuar como um agente regulador de
nucleacdo, induzindo a orientacdo e o crescimento dos cristais de HA, caracteristica ja

observada para a Polivinilpirrolidona (ou PVP) [118], e para o Polietileno Glicol (PEG) [119].

E notavel que a forma dos cristais de HA pode influenciar nas caracteristicas de
superficie, e também na bioatividade do material [120]. Portanto, um maior controle sobre a
geometria dos cristais de HA garante a maior possibilidade de expansdo de suas aplicagdes. Do
ponto de vista de aplicagdes biomédicas, como o uso para transporte de medicamentos, os
microcristais de HA em sua forma esférica sdo vistos de forma especial, principalmente por
conta de sua maior area superficial [121], [122], logo, maior capacidade carreamento de
farmacos. Sendo assim, as superficies das amostras de FPLA e FPLAG, podem ser observadas

como uma “plataforma” favoravel para o crescimento de cristais esféricos HA. Neste sentido,
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tendo em vista o crescimento ordenado dos cristais esféricos de HA, as amostras FPLA e
FPLAG podem ser vistas como plataforma para o crescimento destes cristais, que
posteriormente podem ser retirados da superficie e utilizados para a aplicagdo citada

anteriormente.

A formagdo de HA na superficie de biopolimeros, como o PLA, pode ser vista como
um fator positivo que favorece, por exemplo, a utilizacdo destes materiais em aplicagcdes no
qual a osseointegragao ¢ um fator importante. Além disso, tendo em vista a maior facilidade de
processamento, e a capacidade de se obter pecas com arquiteturas complexas e elevado grau de
resisténcia mecanica por meio das técnicas de manufatura aditiva [3], podemos destacar o uso
destes materiais para a producdo de parafusos, implantes dsseos, scaffolds, e outros dispositivos

direcionados a aplicagdes biomédicas.
4.1.7. Microdureza Vickers (MV)

A Figura 30 mostra o grafico comparativo da Microdureza Vickers (MV) das amostras
de PLA puro (FPLA), e FPLAG. Os valores médios observados para cada amostra, FPLA e
FPLAG, sdo respectivamente, 17,4 (£1,48 HV 0,05) e 21,8 (£8,79 HV 0,05), no qual HV
refere-se a carga aplicada em quilograma-forga (kgf). Neste caso, foi aplicada uma carga de
0,05 kgf. Observa-se um aumento na microdureza da amostra de FPLAG, o que pode ser
relacionada a capacidade do grafeno, e seus derivados, em atuar como um “nanopreenchedor”,
capaz de otimizar as propriedades mecanicas, quando incorporados na matriz polimérica [123].
Devido ao seu carater bidimensional, € consequente alta razao area-volume, e o fato de possuir
uma estrutura planar, a caracteristica do grafeno de atuar como 6timo nanopreenchedor pode
ser atribuida a habilidade deste material em formar interfaces de interacdo com a matriz
polimérica, que podem ser bastante fortes [124], principalmente devido a presenca de grupos
polares em suas cadeias [125]. Por conta disso, a transferéncia e a dissipacdo de estresse
mecanico por meio da matriz do material ocorrem de maneira mais efetiva, garantindo uma

maior dureza e resisténcia mecanica ao composito.
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Figura 30: Microdureza Vickers das Amostras FPLA/FPLAG. Grdfico comparativo dos ensaios de
Microdureza Vickers das amostras FPLA puro, e FPLAG. Observa-se um aumento na dureza da amostra

PLAG, o que pode ser atribuido a presenca do grafeno na forma de nanoparticulas.

A interacdo interfacial entre as cadeias poliméricas e o grafeno desempenham um papel
chave para definir as propriedades do composito [126], [127]. Por conta da natureza
composicional do grafeno, e devido a disposi¢do espacial dos atomos de carbono que
constituem a estrutura cristalina do material, a interagdo com as moléculas que constituem as
cadeias poliméricas esta limitada as for¢as de Van der Waals, empilhamento-m, e interacdes
hidrofobicas [128], [129]. Portanto, devido a formagao de ligagdes quimicas entre o grafeno
com a matriz de PLA, ocorre um aprimoramento das propriedades mecanicas do material, o que
pode ser visualizado a partir do aumento de sua dureza. O resultado obtido corrobora para o
potencial uso deste material em aplicagdes biomédicas, no qual uma maior resisténcia mecanica
¢ necessaria, como para a producao de parafusos e implantes, uma vez que os valores de MV
observados para as amostras FPLA e FPLAG, se aproximam da dureza do chamado osso

esponjoso (o0sso trabecular) de algumas regides do corpo [130].

Na proxima se¢do, serd dado continuidade com a apresentacdo e a discussao dos
resultados observados para as amostras de resina. De maneira semelhante ao apresentado nesta
secdo, serdo abordados os aspectos composicionais das amostras, por meio das técnicas de
DRX, ER e MEV/EDS, bem como as suas propriedades nanomecénicas por meio da técnica de
AFM. Além disso, serdo discutidos os resultados dos ensaios in-vitro de imersdao em SBF, e

viabilidade celular das amostras.
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4.2. Parte 2 — Caracterizacoes do Grafeno

4.2.1. Difracao de Raios X (DRX)

O grafeno obtido a partir das diferentes rotas desenvolvidas também foram
caracterizadas por meio da técnica de DRX. A Figura 31 apresenta o difratograma das amostras
de grafeno obtidas por meio das rotas adaptadas, entre as quais a principal diferenga se deve ao
tipo de precursor (grafite) utilizado para o processo de esfoliagdo eletroquimica. Analises
utilizando DRX foram realizadas para avaliar a eficacia do processo de esfoliagdo das camadas
de grafite. Os picos 26 = 26,6° e 54,4° sdo caracteristicos da estrutura do grafite,
correspondendo aos planos 002 e 004, respectivamente [131], [132], [133]. Os diferentes tipos
de grafite que foram utilizados como anodos na célula eletrolitica para as rotas se diferem pela
concentragdo de argila empregadas no compdsito de “grafite + argila”. Devido a sua estrutura
bidimensional, o grafeno exibe um padrao de difragdo de raios X diferente do grafite, como ¢é

possivel observar na figura abaixo.

——LP-8B
——LP-6B
——LP-2B
——HB

—— Grafite
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Figura 31: Difratograma do Grafeno. Comparativo dos difratogramas das amostras de grafeno
sintetizados a partir do método de esfoliagdo eletroquimica utilizando diferentes precursores, e

variagoes no procedimento de limpeza do material.
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Ainda na Figura 31, a seta com a letra S aponta para o pico 26 = 19,8° que
corresponde ao enxofre (Sis) de estrutura ortorrdmbica e grupo espacial P212121. Aqui,
apresentamos a hipotese de que, como foram realizadas sucessivas lavagens na sintese do
grafeno, esse enxofre pode estar ligado a sua estrutura. Esse fato pode ser corroborado pois o
pico 20 = 26,6° estd levemente deslocado de sua posi¢dao. Yadav, Rohit e colaboradores
mostraram que sintese de grafeno funcionalizado com nitrogénio ¢ certificada por meio da
mudanga de posi¢ao de pico do plano (002) [134]. Devido ao amorfismo sofrido por conta do
surgimento das bordas e defeitos no plano basal, o grafeno geralmente produz picos de difragdo

mais largos, enquanto o grafite exibe picos mais estreitos e intensos [133].

A caracteristica do grafite de apresentar picos mais intensos quando comparado ao
grafeno, pode ser associado a sua estrutura cristalina altamente ordenada [132], [133], uma vez
que os defeitos no plano basal, e nas bordas das camadas de grafeno, sdo interpretados como
uma diminui¢@o do grau de cristalinidade do material, que também pode ser visualizado a partir
do alargamento da base dos picos. Sendo assim, podemos verificar que, conforme a
concentragdo de argila associada ao grafite diminui, os difratogramas das amostras apresentam
alargamento nos picos 260 = 26,6° ¢ 260 = 54,4°, além de apresentarem um deslocamento para
esquerda, podendo esse fato ser atribuido tanto a remogdo de impurezas, quanto a uma
dissociagdo mais eficaz das camadas de grafeno, resultando na obtengdo de grafeno
nanométrico (~20 nm) [88]. Uma outra hipdtese importante levantada € que ndo ha presenga de
grupos a base de oxigénio, os quais geralmente apresentam um pico caracteristico por volta de
20 = 11,6° [135], demonstrando se tratar provavelmente de grafeno puro, e nao de 6xido de

grafeno.

Com base nas condig¢des de sintese e processamento do material, duas fases podem ser
observadas no grafeno multicamada, estas sao as fases 3R (romboédrica) e 2H (hexagonal), que
podem ser enxergadas como fases polimorfas do grafeno multicamadas [136], [137]. A fase
2H, com empilhamento ABA, ¢ a mais comum e encontrada em grafeno obtido por métodos
como esfoliacdo mecanica ou deposi¢do quimica a partir da fase vapor (CVD). A fase 3R, com
empilhamento ABC, ¢ menos comum e pode ser observada sob condigdes especificas de sintese,
como controle preciso durante CVD ou tratamentos térmicos [138]. Estas diferentes
configuracdes de empilhamento afetam significativamente as propriedades eletronicas e

estruturais do grafeno multicamada, e como referido por Low, It-Meng e colaboradores [133],
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a presenca da estrutura 3R ¢ importante para garantir ao grafeno um carater semicondutor com

bandgap® ajustavel.

Neste aspecto, os difratogramas das rotas HB, LP-2B, LP-6B ¢ LP-8B apresentam
picos em comum na regido entre 260 = 40 — 62°, principalmente na regido sombreada na
Figura 31, que podem ser atribuidos as fases 2H e 3R. Para o grafeno obtido a partir da rota
HB, sdo observados picos mais intensos nas posi¢oes 20 =~ 54,49°, e 62,26°, que podem ser
atribuidos, respectivamente, aos planos 2H(004), e 3R(10 — 5) [138]. Ja o difratograma do
grafeno obtido por meio da rota LP-2B apresenta picos nas posi¢des 26 = 42,35°, que ¢
atribuido ao plano 2H(100), 26 = 44,30°, associado ao plano 2H(101), 26 = 50,02°
(2H(102)), e o pico em 26 =~ 54,59°, associado ao plano 2H(004) [133], [138]. O
difratograma do grafeno obtido por meio da rota LP-8B, também apresenta picos mais intensos
nas posicdes 20 = 42,46°, = 44,23°, ¢ 54,39°, que sdo atribuidos, respectivamente, aos

planos 2H(100), 2H(101), e 2H(004);3R (006) [136].
4.2.2. Espectroscopia Raman (ER)

A Figura 32, mostra o espectro Raman obtido para a amostra de grafeno que foi obtido
a partir da metodologia de sintese desenvolvida no decorrer dos experimentos, no qual foi
utilizado como agente percussor para esfoliagdo eletroquimica, o grafite 2B. No grafico, ¢

1

possivel visualizar os picos que correspondem as bandas G, por volta de 1580 cm™", e D, por

volta de 1370cm™! [139], além da banda D’, por volta de 1620 cm™1. Também ¢ possivel

1, que ¢ atribuida a

observar uma banda com base ampla, localizado por volta de 2700cm™
banda 2D [88]. As bandas G e D sdo vistas como uma assinatura dos materiais a base de carbono
e estdo presentes em todos os hidrocarbonetos poliarométicos [140]. Estas sdo caracteristicas
importantes do espectro Raman para grafeno, uma vez que fornecem informagdes sobre a

estrutura do material [93].

® O bandgap é a diferenca de energia entre a banda de valéncia e a banda de condugio em um material s6lido,
determinando a quantidade de energia necessaria para que um elétron se mova da banda de valéncia para a de
condugdo.
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Figura 32: Espectro Raman do Grafeno. Espectro Raman para a amostra de Grafeno obtido por meio
da metodologia de sintese desenvolvida. Este resultado corresponde a sintese no qual foi utilizado como

anodo (da célula eletrolitica) o grafite de lapis 2B.

A banda G pode ser considerada como a principal banda Raman do grafeno, pelo fato
de ser a inica banda associada a um espalhamento de primeira ordem [93], sendo atribuida ao
estiramento das ligagdes C — C de pares de atomos presentes na estrutura planar do material,
que sofreram hibridiza¢do do tipo sp? [141]. Como caracteristica, a banda G apresenta uma
intensidade elevada, podendo ser um indicativo para a obten¢do de um material com alta
qualidade estrutural [142]. A banda D, por outro lado, estd associada aos chamados modos
vibracionais de respiracao (ou do inglés breathing modes) dos d&tomos de carbono hibridizados
(sp?) que constituem os anéis aromaticos presentes na estrutura do material [140], [143]. De
forma mais direta, a banda D indica a presenca de bordas, que sdo vistas como defeitos, na
estrutura no grafeno. Ja a banda D’ também ¢ originada por defeitos no grafeno, mas ao

contrario da banda D, ela ndo necessita de dupla ressonancia para aparecer [93].

Uma vez que a intensidade das bandas G e D variam inversamente com o tamanho do
grao cristalino ou com a distancia entre defeitos [144], a razdo entre a intensidade das bandas
D e G (Ip/I;), ¢ fundamental para aferir a qualidade do grafeno obtido, tornando possivel
verificar o grau de defeitos (bordas) presente na estrutura do material [54], [55], incluido a
presenca de grupos funcionais de oxigénio [145]. A partir do resultado obtido, foram tomados
os valores das intensidades referente as bandas D e G, obtendo-se, respectivamente 377,46 e
2172,41. Calculando a razdo I, /I;, chegou-se ao valor de 0.17. Como mostrado por Das,

Anindya e colaboradores [146], quanto mais proximo de zero ¢ o valor da razdo entre as
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intensidade das bandas G e D, maior a qualidade do material. Portanto, este resultado indica
que o material obtido apresenta um baixo nivel de defeitos (Ip/I; < 0,45) associados a sua
estrutura [12], o que se traduz em uma elevada qualidade, o que garante a conservacio das

propriedades do grafeno.
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4.3. Parte 3 — Amostras Produzidas por Impressao 3D

Resinas (SLA)

O grafeno obtido por meio do método de esfoliagdo eletroquimica, foi incorporado a
resina PLA (RPLA) em diferentes concentragdes, sendo estas 0,1 wt%, 0,2 wt% ¢ 0,3 wt%.
As concentragdes foram definidas com base no limite de toxicidade do grafeno [147], e pelo
fato das amostras, nessas concentragdes, apresentarem certo grau de translucidez (Figura 33).
Tendo em vista aplicacdes nas quais o aspecto visual do material ¢ importante, como em

aplicagdes de implantes odontologicos, essa caracteristica ¢ um fator importante.

] ] ! : '

!

RPLA RPLAG 0,1%  RPLAG.02%  RPLAG 0,3%

1cm

Figura 33: Amostras de Resina PLA. Amostras impressas de resina PLA pura (RPLA) e funcionalizadas
com 0,1 wt.%, 0,2 wt%, e 0,3 wt.% de grafeno (RPLAG).

4.3.1. Difracao de Raios X (DRX)

A Figura 34 apresenta o difratograma obtidos para as amostras de resina PLA pura
(RPLA), e resina PLA funcionalizada com 0,1 wt.%, 0,2wt.% e 0,3 wt.% de grafeno
(RPLAG). Observa-se que ambas as amostras apresentam padrdes de difracdo similares, que

varia de 20 =~ 10° a = 27°, atribuido ao carater completamente amorfo da resina PLA [148].

Os difratogramas das amostras RPLA e RPLAG (Figura 34) apresentaram uma
variagdo na intensidade do halo amorfo. Essa caracteristica pode ser atribuida a uma variacao
no grau de cristalinidade do material [149, p. 14], podendo significar um aumento na
organizacdo das cadeias do poliméricas devido a interagdo interfacial das moléculas

constituintes do material com as camadas de grafeno [150] .
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Figura 34: Difratograma da Resina PLA. Difratograma das amostras de resina PLA pura, e

funcionalizada com diferentes concentragéoes de grafeno.

4.3.2. Espectroscopia Raman (ER)

A Figura 35 mostra o espectro Raman das amostras de RPLA pura, e RPLA com
diferentes concentragdes de grafeno. O espectro Raman das amostras aponta bandas em
2935 cm™1 e 2880 cm™1, que sdo atribuidas, respectivamente, ao estiramento das ligacdes de
grupos CH e CHs [77], [151]. J4 a banda em 1726 cm™! se deve ao estiramento das ligagdes
de grupos € = 0 [152]. O modo vibracional observado proximo a 1460 cm™! pode ser
atribuido a deformacao simétrica das ligacdes de grupos CH; [153]. As bandas presentes em
1350cm™1 € 1300cm™? correspondem a deformagdo de grupos CHs e grupos CH [31], [151].
J4 as bandas proximas a 1020 cm™! e 1000 cm™! correspondem, respectivamente, ao
estiramento das ligacdes de grupos C — CH; e ao estiramento de ligagdes CC [31]. A banda por
volta de 850 cm ™1 se deve ao estiramento das liga¢des de grupos éteres [77]. O espectro Raman
da amostra RPLA apresenta trés modos vibracionais que ndo sdo observados para as outras

1, ~350cm™! e ~ 200cm™!. Estes modos

amostras, estes sdo os modos em =~ 680 cm™
podem ser atribuidos, respectivamente, ao estiramento das ligagdes de grupos carbonila (C =

0), a deformagao das ligagdes dos grupos C — CH3 e COC, e a torcdo das ligagdes CC. A Tabela
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6 reune todos os modos vibracionais caracteristicos dos compostos orgdnicos que sio

observados no espectro Raman das amostras de resina PLA pura e funcionalizada com grafeno.
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Figura 35: Espectro Raman Resina PLA e PLAG. Espectro Raman das amostras de RPLA e RPLAG

caracterizadas apos a impressdao 3D. Observa-se que ambas as amostras apresentam os mesmos modos

vibracionais, diferindo apenas na intensidade de alguns picos. A amostra RPLA + G (0,3%) apresenta

ainda trés modos vibracionais que ndo sdo observados para as outras amostras, que podem ser

relacionados a adi¢do do grafeno a estrutura polimérica.

Tabela 6: Modos vibracionais caracteristicos observados para as amostras de resina PLA pura e resina

PLA com grafeno.

Assinatura Comprimento de Onda
Vibracional (em™1)

v(CH) 2935
v(CH3) 2880
v(C =0) 1726
6,(CH3) 1460
6(CH3) 1350
6(CH) 1300
v(C — CH3) 1020
v(CO) 1000
v,(C—-0-0C) 850
y(C =0) 650
6(C — CH3) 350
7(CC) 200

" 7(CC): torgio das ligagdes CC
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4.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura (ME V-
EDS)

A Figura 36 apresenta as fotomicrografias de MEV obtidas para a amostras de resina
PLA pura (RPLA), e funcionalizadas com diferentes concentragdes de grafeno (RPLAG 0,1,
0,2, e 0,3wt.%). Nesse grau de magnificagdo, a superficie das amostras se apresenta
uniformes, mostrando que a incorporacdo do grafeno a estrutura do material ndo provocou
grandes alteracdes em sua morfologia. Essa caracteristica pode ser observada como um fator
positivo para a utilizagdo das resinas otimizadas com grafeno em proteses dentédrias, por
exemplo, uma vez que a alta homogeneidade do material, somada a uma topografia plana,
desfavorece o acumulo de microrganismos [154] e a abrasao, devido ao estresse mecanico por

conta da escovacao dentaria [155].

L RPLAG 0.1

Mag: 1 KX

Mag: 1 KX

Figura 36: Fotomicrografias das amostras de Resina PLA Pura e Funcionalizada com Grafeno.
Fotomicrografia das superficies das amostras de resina PLA pura (A), com 0,1 wt.% (B), 0,2 wt% e
0,3 wt% de grafeno.

Tendo em vista que as amostras nao foram submetidas ao processo de polimento, as
pequenas imperfeigdes observadas (regides mais escuras), € a presenca de algumas particulas
na superficie, principalmente na amostra RPLAG 0.2, estdo associadas a alguns fatores: (i) ao

carregamento do feixe de elétrons na superficie do material, visto que, como a amostra ndo foi
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metalizada, a superficie sofreu carregamento devido a sonda de elétrons, queimando a resina
nos pontos de foco do feixe; (ii) ao proprio processo de impressdo das resinas, no qual ¢
observado um padrao semelhante a grade, sendo proveniente do caminho 6tico do feixe de luz
UV da impressora, como sera visualizado mais adiante, de maneira mais clara, a partir dos
mapas topografico de AFM e (iii) contaminagdo dos micropreenchedores utilizados em

conjunto com os fotoiniciadores [156].

As Figuras 37 a 40, mostram, respectivamente, os dados de MEV/EDS das amostras
RPLA, RPLAG 0,1%, RPLAG 0,2% e RPLA 0,3%. Os espectros EDS indicam a presenca de
carbono (C), sendo este o principal elemento das moléculas e grupos organicos que estdo
presentes na estrutura do das amostras. Os demais elementos observados no espectro EDS,
como o Aluminio (Al), Nitrogénio (N) e Célcio (Ca), estdo associados a composi¢ao do agente
fotopolimerizador, visto que, podem ser utilizados em conjunto com outros agentes
fotopolimerizantes com o intuito de aumentar a eficacia do processo de polimerizagdo ou cura
da resina [157], [158]. Entendemos que nesse caso, esses elementos sao da propria composi¢ao
da resina pois, a0 observamos 0s mapas composicionais, tais elementos estdo uniformemente
distribuidos na matriz da resina. Para nds, essa informag¢do ndo era conhecida, pois a

composicao da bioresina aqui utilizada esta sob segredo de patente.
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Figura 37: Dados de MEV/EDS da Amostra RPLA. Em (A), observa-se a fotomicrografia da superficie

da amostra, bem como os respectivos pontos no qual foram realizadas as medidas de EDS. Em seguida,
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sdo apresentados os respectivos mapas composicionais dos elementos presentes na amostra (B, C, D e

F). Ao lado, sdo mostrados os espectros EDS do material (F, G e H).
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Figura 38: Dados de MEV/EDS da Amostra RPLAG 0.1. Em (A), observa-se a fotomicrografia da

superficie da amostra, bem como os respectivos pontos no qual foram realizadas as medidas de EDS.

Em seguida, sdo apresentados os respectivos mapas composicionais dos elementos presentes na amostra

(B, C, D e F, que correspondem, respectivamente ao C, Al, Ca e N). Ao lado, sdo mostrados os espectros

EDS do material (F, G e H).
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Figura 39: Dados de MEV/EDS da Amostra RPLA. Em (A), observa-se a fotomicrografia da superficie

da amostra, bem como os respectivos pontos no qual foram realizadas as medidas de EDS. Em seguida,
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sdo apresentados os respectivos mapas composicionais dos elementos presentes na amostra (B, C, D e
E que correspondem, respectivamente ao C, Al, Ca e N). Ao lado, sdo mostrados os espectros EDS do

material (F, G e H).

RPLAG 0.3 SR
B U el s CKa ptl
. N Ka
i ‘P il Al Ka Ca Ka
“: T T 1 v T T T
=
;’ C Ka pt 2
=]
—g N Ko
E ‘ O Ka Al Ka
2 G
E T T T T T T
C Ka pt 3
N Ka
O Ka Al Ka
' H
T T T T T v T '
1 2 3 4 5
Energia (keV)

Figura 40: Dados de MEV/EDS da Amostra RPLA. Em (A), observa-se a fotomicrografia da superficie
da amostra, bem como os respectivos pontos no qual foram realizadas as medidas de EDS. Em seguida,
sdo apresentados os respectivos mapas composicionais dos elementos presentes na amostra (B, C, D e

E que correspondem, respectivamente ao C, Al, Ca e N). Ao lado, sdo mostrados os espectros EDS do

material (F, G e H).

4.3.4. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A Figura 41 apresenta os mapas topograficos de 100 x 100 um obtidos para as amostras
RPLA (Fig. 40A), RPLAG-0,1% (Fig. 40B), RPLAG-0,2% (Fig. 40E) ¢ RPLAG-0,3% (Fig.
40F). Como ¢ possivel observar a partir dos mapas e de suas respectivas secgdes transversais,
todas as amostras apresentam ondulagdes em sua superficie, semelhante a um “padrao de
grade”, como foi observado anteriormente por meio da técnica de MEV (Secdo 4.3.3). Este
padrdo se deve a forma de iluminacgao utilizada na técnica de impressdao (SLA), que se baseia
na utiliza¢do de milhares de microespelhos que constituem um dispositivo DMD (sigla para
Digital Micromirror Device), no qual cada espelho atua como uma micro abertura que permite

a passagem de luz [159], [160].
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Nota-se que a adi¢do de grafeno a estrutura da resina promove uma alteragdo nos
padroes de grade. A partir dos graficos das secc¢des transversais (Figura 41), observa-se a
distancia média entre vales em todas as amostras permanece constante com valores de ~ 27 pm,
entretanto, a distancia entre picos e vales (h) sofre alteragdes, tendo a amplitude dessas
estruturas onduladas reduzidas a medida que o percentual de grafeno aumenta na matriz de
resina (hrpLa~510 nm; hrprao1~480 nm; hrprao2~420 nm; hrprao3~350 nm ). Este parametro
também est4 associado ao grau de transparéncia da pega impressa pela técnica de SLA [161],

[162].
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Figura 41: Mapas de 100 um’ e Informacées Topogrificas das Amostras de Resina PLA pura e
Funcionalizada com Diferentes Concentracoes de Grafeno. As figuras (A) e (C) apresentam,
respectivamente, o mapa de altura e a segdo transversal (linha pontilhada azul) para a amostra RPLA.
Em seguida, as figuras (B) e (D) apresentam as mesmas informagoes para a amostra RPLAG 0,1%, (E)
e (G) para a amostra RPLAG 0,2%, e (F) e (H) para a amostra RPLAG 0,3%.

A diminuicdo da distdncia média entre picos e vales observadas para as amostras
contendo grafeno reflete na atenuagdo do padrdo de grade conforme a concentracio de grafeno
aumenta, o que pode ser atribuido a capacidade do grafeno em atuar como nanopreenchedor.
Essa caracteristica corrobora, por exemplo, com o aumento da microdureza local do composito,

visto que a forca aplicada sera dissipada de maneira mais eficiente [124].

Para melhor entender o papel da inser¢do do grafeno na matriz da resina de PLA,
mapas de 5 x 5 um foram obtidos a partir da técnica de AFM, no modo QNM (Quantitative
NanoMechanics) revelando a ultraestrutura da superficie das amostras (Figura 42). Nota-se que,
a medida que a concentragdo de grafeno aumenta, a rugosidade das superficies também
aumenta. Porém quando comparada com a amostra com maior concentracao de grafeno (RPLA
0,3%) a amostra RPLA 0,2% apresenta um maior valor de rugosidade média quadratica (Rq).
Esse fato ¢ interessante pois, como observado anteriormente nos dados de DRX e ER, tanto o
halo amorfo, quando alguns dos modos vibracionais associados a esta amostra se apresentam
mais intensos quando comparados as amostras RPLA 0,1% e RPLA 0,3%. Essa caracteristica
pode ser associada a segregacdo do grafeno em determinadas regides do material, durante a
formagdo do nanocompdsito, ocasionando no surgimento de uma segunda fase. Devido a
agregacao das camadas de grafeno, a area superficial e o aspect ratio do material sofre uma
diminuicdo, levando a uma dispersdo incompleta do material na matriz polimérica, afetando
negativamente a capacidade do material em formar interfaces de interagdo com as moléculas
constituintes do polimero, resultando em uma desestruturacao das redes poliméricas. Sendo
assim, a partir da correlacao dos resultados anteriores (DRX, ER) com os resultados de AFM,
podemos associar esse comportamento observado para a amostra contendo 0,2 wt.% de
grafeno ao limite de solubilidade do material na matriz do polimero, desorganizando suas
cadeias, tornando a Rq mais elevada [163], [164], [165]. Quando a fracdo de grafeno ¢

aumentada, este atua como nanopreenchedor, reduzindo a Rq da amostra.
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Figura 42: Mapas de 5 X 5 um? e Informacdes Topograficas das Amostras de Resina PLA pura e
Funcionalizada com Diferentes Concentracoes de Grafeno. As figuras (4) e (B) apresentam,
respectivamente, mapas 2D e 3D da superficie da amostra RPLA. (C) e (D) da superficie da amostra
RPLAG 0,1%, (E) e (F) da amostra RPLAG 0,2%, e (G) e (H) da amostra RPLAG 0,3%.

As alteracdes na rugosidade ocasionadas pela insercdo do grafeno a estrutura
molecular da resina também provocam alteragdes na microdureza do material e na interagao de

células com a sua superficie, como sera discutido na se¢do a seguir.

4.3.5. Microdureza Vickers (MV)

A Figura 43 apresenta o grafico comparativo dos valores de Microdureza Vickers
(MV) obtidos para as amostras de resina PLA pura, e funcionalizada com diferentes
concentragdes de grafeno. Observa-se que a inser¢do do grafeno a matriz do material
proporcionou um aumento em sua dureza local. Como observado anteriormente para as
amostras FPLA/FPLAG (Secao 4.1.7), o grafeno apresenta a capacidade de formar interfaces
de intera¢do com certa facilidade, em grande parte devido a sua area superficial [166], [167], e
a sua estrutura eletronica, com os elétrons dos orbitais 7, perpendiculares ao plano basal do
grafeno [14], sendo responséveis por interagir com os elétrons das moléculas que constituem o

material no qual o grafeno estd imerso, formando ligagdes quimicas [168], [169].
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Figura 43: Microdureza Vickers da Resina PLA e PLAG. Grdfico comparativo da microdureza das
amostras de resina PLA pura, e com diferentes concentragoes de grafeno. Os valores médios de MV das
amostras RPLA, RPLAG 0,1, RPLAG 0,2 e RPLAG 0,3 sdo, respectivamente, 3,46 (+1,30 HV),
8,51 (0,19 HV), 2,20 (£0,39 HV) ¢ 9,01 (£0,66 HV).

Para o ensaio de MV, foi aplicada uma forca de 0,05 HV (ou 0,05 kgf, equivalente a
0,49 N), no qual foi observado que, para a concentracdo de 0,1 wt. % de grafeno, o compdsito
apresenta um aumento significativo na microdureza local (8,51 (£0,19 HV)). Entretanto, para
a concentracdo de 0,2 wt.% de grafeno, a MV do material apresenta uma diminui¢ao
significativa 2,20 (40,39 HV). E conhecido que a adi¢do de um outro material a resina pode
introduzir certo grau de heterogeneidade em sua estrutura, principalmente devido a segregacao
do nanopreenchedor (neste caso o grafeno) em certas regides da matriz polimérica, induzindo
a uma desorganizagdo das cadeias do polimero, que por sua vez, influencia diretamente nas
propriedades mecanicas do compdsito. Neste aspecto, a diminui¢do da MV para a amostra
RPLA 0,2, pode ser atribuida ao aumento da desordem na nanoestrutura das cadeias

poliméricas, induzido pelo surgimento de regides que apresentam agregados de grafeno.

Ja o aumento observado no valor da MV para a amostra RPLA 0,3 wt. %, pode ser
atribuido uma maior homogeneidade estrutural, uma vez que a maior quantidade de grafeno ird
contribuir para o preenchimento uniforme das cadeias poliméricas, diminuindo a formacdo de
regides segregadas. Como mostrado por Heinrich, G. e Vilgis, Thomas A. [170], o aumento da

concentracdo de nanopreenchedores, fun¢do aqui atribuida ao grafeno, na matriz polimérica,
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promove um encurtamento das ligacdes entre cadeias, e nimero de emaranhados entre ligagdes
cruzadas diminui, proporcionando um maior alinhamento das cadeias poliméricas. Sendo
assim, para esta configuragao de cadeias mais curtas, ¢ esperado uma maior dureza local, visto
que a estrutura do polimero ird apresentar uma maior densidade de empacotamento,

promovendo uma melhor dissipagdo de forgas.

4.3.6. Imersao das Amostras em SBF

Diferente das amostras FPLA e PLAG, analisadas na Secdo 4.1, as amostras de resina
PLA apresentam um carater completamente amorfo, o que resulta em alteragdes significativas
das suas propriedades. Em termos de degradacdo in-vivo, por exemplo, o PLLA (PLA
semicristalino) leva por volta de 2 a 5 anos para sofrer degradagdo completa, enquanto o PDLA
(PLA completamente amorfo), leva em torno de 1 a 2 meses [171]. Neste aspecto, foi realizada
a imersao em SBF das amostras RPLA e RPLAG 0,1%, com o objetivo de verificar a ocorréncia
de alteragdes estruturais nos materiais. A Figura 44 apresenta o grafico comparativo da variacao
dos valores de pH das solugdes nas quais as amostras estavam imersas. A partir do ajuste linear
realizado para ambos os grupos de dados, observa-se uma tendéncia de diminuic¢ao do valor do
pH da solugdo, indicando a ocorréncia de trocas i0nicas que favorecem a maior disponibilidade
de ions H*. A solugdo SBF no qual as amostras estavam imersas, ap0s os 28 dias, permaneceu
em uma regido de pH basico (6,94 para a amostra RPLA, e 7,01 para a amostra RPLAG 0,1%),
ndo apresentando nenhum risco que impossibilite o uso do material em aplicagdes bioldgicas.
Ainda neste aspecto, a degradagao do PLA semicristalino e totalmente amorfo, ndo apresenta
riscos a saude, visto que ocorre a formagdo de acido latico, que € um composto organico
naturalmente produzido pelo organismo a partir da quebra da molécula de glicose [31]. Apos
os testes em SBF, foram realizadas medidas de DRX, que sdo apresentadas na secdo seguinte,

com o objetivo de verificar possiveis alteracdes na estrutura do material.
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Figura 44: Variagdo do pH da solugdo de SBF para as amostras RPLA e RPLAG. Durante o periodo
de imersdo das amostras em SBF, percebe-se uma diminui¢do nos valores de pH da solugdo, indicando

que ocorreram trocas ionicas.

4.3.6.1. Difracao de Raio X apos Imersao

A Figura 45 apresenta os difratograma das amostras RPLA e RPLAG 0,1% apos a
imersdo em SBF realizada durante um periodo de 28 dias. Observa-se que o halo amorfo nao
sofreu alteragdo quando comparado com o difratograma da amostra antes da imersao em SBF,
mostrando, assim, que ndo houve nenhuma alteracdo estrutural do material devido a imersao
ou crescimento de HA. Visualmente, ambas as amostras ndo apresentaram nenhuma diferenga
abrupta, mantendo a mesma geometria do inicio dos testes. No ambito de aplicagdes bioldgicas,
as resinas a base de PLA completamente amorfo podem ser direcionadas para aplicacdes na
qual a ossointegragdo ndo ¢ um fator requerido, além de uso como revestimento protetor com o

intuito de atenuar a oxidagdo, garantindo uma maior estabilidade e integridade dos materiais

[3].
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Figura 45: Difratrograma das Amostras RPLA e RPLAG apos imersdo em SBF. Observa-se que apos

o periodo de imersdo em SBF, o cardter amorfo de ambas as amostras ndo sofreu alteragdo.

4.3.7. Estudo de Viabilidade Celular

Por conta do grande impacto causado na comunidade académica devido as suas
propriedades fisico-quimicas Unicas [54], cientistas de diversas areas do conhecimento deram
inicio a uma vasta exploragdo do potencial de uso do grafeno, e seus derivados, em diferentes
campos de aplicagdes. Como mostrado por Orecchioni, Marco e colaboradores [172], no campo
biologico e biomédico, a utilizagdo deste material tem sido amplamente explorada na pesquisa
do cancer, uma vez que ¢ observado um aumento significativo no nimero de estudos voltados
para o diagnostico e/ou terapia de diferentes tipos da doenca. Entretanto, os efeitos devido a
interacdo das células cancerigenas com o grafeno ainda ndo sdo totalmente claros, uma vez que

ha conflitos acerca do desempenho deste material no tratamento da patologia.

Na tentativa de elucidar a interagdo de células cancerigenas com a superficies das
resinas PLA puras e funcionalizadas com grafeno, foram realizados testes de viabilidade celular.
A Figura 46 mostra o comparativo dos resultados obtidos para as diferentes amostras analisadas.
Observando a imagem, nota-se que tanto a amostra RPLA pura, quanto o grafeno puro,
apresentam grau de viabilidade para esta linhagem de células cancerigenas. Entretanto, quando
o grafeno ¢ adicionado a matriz polimérica, percebe-se uma diminui¢do bastante expressiva na
viabilidade celular conforme a concentracdo de grafeno aumenta. Nota-se também uma

“anomalia” para a amostra RPLA 0,2, uma vez que a viabilidade celular ¢ menor quando
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comparada a amostra com uma maior concentracdo de grafeno. Como observado na Sec¢do
4.3.4, a amostra RPLA 0,2% apresentou uma maior rugosidade média quando comparada com
as demais amostras, logo, essa tendéncia pode refletir, também, no grau de viabilidade celular,

visto que a rugosidade ¢ um fator crucial para a adesao e proliferagdo das células [173].
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Figura 46: Viabilidade Celular das Amostras R-PLA e R-PLAG. Grdficos comparativos da viabilidade
de células de malanoma (linhagem MV3) em diferentes superficies. Observa-se uma relacdo

inversamete proporcional entre a viabilidade celular, e o aumento da concentragdo de grafeno.

A interacdo entre a membrana celular e a superficie de materiais ¢ algo complexo,
sendo influenciada por uma série de carateristicas dos materiais, como composi¢ao quimica,
biocompatibilidade, cargas, rugosidade da superficie, além da hidrofilicidade/hidrofobicidade
(ou energia livre de superficie) [174]. Neste aspecto, a menor afinidade das células da linhagem
MV3 com a superficie das amostras funcionalizadas com grafeno, pode ser atribuida as
alteragdes nas caracteristicas dos materiais devido a insercao do grafeno, como ja discutido nas
secoes anteriores. Como referido anteriormente com base na literatura, em geral, as células
cancerigenas apresentam uma carga liquida de superficie negativa, e 0 mesmo ¢ observado para
o grafeno e seus derivados quando dispersos em matriz polimérica [175], [176]. Sendo assim,
¢ esperado que ocorra uma repulsdo de origem eletrostatica entre as células e a superficie do

material, devido a alteragdes na energia de superficie.

Além das cargas de superficie, o grafeno € responsavel por promover alteragdes da

rugosidade superficial dos materiais, um fator crucial para a adesdo, proliferacdo e
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diferenciagdo celular [173]. Como observado por Majhy, B. e colaboradores [174], superficies
com rugosidade muito baixa ndo sdo favoraveis para o crescimento e a proliferacdo celular, uma
vez que a elongacdo da membrana celular ¢ prejudicada, ocasionando diminui¢ao significativa

da capacidade de fixacao das células.

Outra propriedade do substrato que influéncia no comportamento celular ¢ a sua
elasticidade, uma vez que as células sao capazes de “sentir” a superficie do material por meio
da aplicagdo de forcas provenientes da reorganizacao do citoesqueleto durante o reajuste da sua
estrutura [177]. Embora o comportamento devido a influéncia da rigidez da superficie possa
variar de célula para célula, em geral, uma superficie que apresenta uma rigidez moderada iréd
promover uma melhor proliferagdao e diferenciacdo celular [178]. A nivel de comparagao, o
poli(dimetilsiloxano) (PMDS), que ¢ considerado um substrato que promove de maneira
significativa proliferagdo, e consequente cultura celular [179], possui dureza de K = 1000kPa

[174].

Portanto, pode-se afirmar, com base nos resultados observados anteriormente, que as
alteracdes provocadas pela inser¢do de grafeno na estrutura da resina PLA provocaram uma
série de mudangas nas propriedades do material, ocasionando uma diminuicao da viabilidade

de proliferagdo e crescimento de células da linhagem MV3.
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5. Conclusao e Perspectivas

Os resultados obtidos a partir da técnica de DRX foram fundamentais para verificar
informacdes como a presenga de um certo grau cristalinidade das amostras PLA e PLAG
filamento, bem como o amorfismo das amostras de resina PLA, tanto pura, quanto
funcionalizada com diferentes concentragdes de grafeno. A partir dos resultados de DRX, foi
possivel averiguar a presenga de grafeno na amostra FPLAG comercial, no qual foram
observados picos caracteristicos deste material. Esta caracterizagdo ¢ importante tendo em vista
o direcionamento para aplicagdo em sistemas biologicos, e para a realizacao de testes in-vitro e
posteriormente in-vivo. O DRX também foi fundamental para validar a rota de sintese
desenvolvida para grafeno, no qual constatou-se a obtencdo de grafeno nanométrico. A partir
destes resultados, foi possivel refinar os passos da metodologia, e confirmar qual o melhor

prodimento para a obten¢do de um material com maior grau de pureza.

Ainda neste sentido, a técnica de ER demonstrou ser fundamental para verificar a
qualidade do grafeno obtido. Verificou-se a presenga das bandas G e D, que sdo caracteristicas
de materiais carbonosos, como o grafeno e seus derivados. Além disso, pdde-se verificar, a
partir da razdo I;/Ip, que o grafeno obtido pela rota desenvolvida apresenta poucos defeitos
estruturais. Quando comparando com os resultados obtidos por DRX, € possivel validar ainda
que o grafeno obtido ndo possui grande nimeros de defeitos associados a presenca de grupos
funcionais a base de oxigénio em sua estrutura. A técnica de ER também teve papel fundamental
para auxiliar na compreensdao da composi¢do das amostras de resina PLA, com base na
assinatura vibracional dos grupos organicos presentes nos materiais. Verificou-se que, com o
aumento da concentragdo de grafeno, os modos vibracionais apresentam maior intensidade,

chegando a novas bandas associadas 4 presenca do grafeno na estrutura.

Atécnica de AFM demonstrou ser fundamental para o redirecionamento das aplicagdes
dos biopolimero comerciais, uma vez que, a partir dos resultados de adesdo, foi possivel
verificar que a carga de superficie do polimero funcionalizado com grafeno ¢ igual da carga de
membrana de células cancerigenas. Este resultado pode confirmar que a superficie deste
material pode ser promissora para controlar a “proliferacdo” destas células carcinogénicas,
potencializando o uso de polimeros funcionalizados com grafeno para aplicacdes topicas. Os
resultados das medidas de KPFM realizadas nas amostras FPLA ¢ FPLAG, também

contribuiram para esta perspectiva, visto que se verificou que o grafeno ¢ capaz de alterar o
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potencial de superficie de polimeros. Além disso, por meio do AFM, verificou-se alteragdes na
rugosidade superficial das amostras de resina devido a inser¢do de grafeno em sua estrutura,
sendo este um outro fator que influéncia diretamente na interagao das células com a superficie

do material.

Ja os resultados in-vitro demonstraram ser promissores. O ensaio em SBF mostrou que
tanto o FPLA quanto o FPLAG sao altamente estaveis em condigdes normais de pH e
temperatura, logo, sdo materiais que podem ser direcionados para aplicacdes médicas. Além
disso, a partir das andlises DRX e MEV/EDS, confirmou-se que ambas as amostras
apresentaram crescimento de cristais esféricos de hidroxiapatita em sua superficie, um fator
extremamente positivo para aplicacdes no qual o material deve apresentar propriedade de
ossointegracdo. Esse resultado também demonstra que a superficie das amostras a base de PLA
podem servir como plataforma para o crescimento dos cristais esféricos de HA. J4 o ensaio de
cultura de células se mostrou promissor, com base na hipétese levantada acerca do uso do

grafeno como agente redutor para a proliferacdo de células cancerigenas.

A partir dos ensaios de imersdo em SBF das amostras RPLA ¢ RPLAG 0,1%,
observou-se que, diferente das amostras FPLA e FPLAG, observa-se uma tendéncia de
diminui¢do do valor do pH da solucdo, o que pode ser associado a uma maior taxa de
degradagdo devido ao carater completamente amorfo do material. A partir da analise de DRX
realizada apos o periodo de imersdo, verificou-se que ndo ocorreram alteragdes na estrutura do
material. Isso demonstra a versatilidade dos materiais a base de PLA, no qual, tanto o PLA
completamente amorfo, quanto o PLA semicristalino, sdo altamente versateis, podendo ser
direcionados para aplicagdes como, por exemplo, a produgdo revestimentos para implantes que
ndo se deseja osseointegracdo, € também para a producdo de proteses Osseas e parafusos

ortopédicos.

O ensaio de viabilidade celular realizado nas amostras de RPLA ¢ RPLAG com
diferentes concentragdes de grafeno se mostrou bastante promissor. Verificou-se que, para as
amostras de resina PLA contendo grafeno, o crescimento de células cancerigenas foi bastante
prejudicado, principalmente devido as alteragdes superficiais e de cargas associadas a

incorporacdo do grafeno a estrutura.

Portanto, como perspectiva deste trabalho, do ponto de vista de aplicagdes biologicas,
sugere-se a realizagdo de ensaios in-vivo, com o objetivo de verificar a eficacia dos materiais

sintetizados, produzidos e analisados no decorrer da pesquisa, em condi¢des reais de uso. A fim
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de se obter mais informagdes sobre a estrutura e os grupos funcionais presentes nas amostras
de resina PLA, com o objetivo de melhor compreender as diferencas observadas nos espectros
de absorcao e transmissao, almeja-se realizar a caracterizagao das amostras por meio da técnica
de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR). Além disso, com o
intuito de evidenciar possiveis alteragdes na fungdo trabalho da resina PLA devido a inser¢ao
de grafeno em diferentes concentracdes em sua estrutura, objetiva-se a realizacdo de novas

medidas de KPFM.
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