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RESUMO

Os scaffolds tridimensionais porosos desempenham um papel importante no suporte e
crescimento tecidual, sendo amplamente empregados na cultura celular tridimensional (3D) em
matriz extracelular (ECM). Esta abordagem representa um avanco significativo na area
biomédica, permitindo a substitui¢do de culturas celulares tradicionais em duas dimensdes (2D)
e reduzindo a necessidade de testes em animais, que apresentam limitacdes fisioldgicas,
metabdlicas e custos elevados. Entre os materiais promissores para o desenvolvimento de
scaffolds, destaca-se a celulose, um biopolimero renovavel e biocompativel, cujas propriedades
estruturais podem ser ajustadas por diferentes processos de secagem e modificacbes quimicas.
Apesar dos avancos na utilizacdo de aerogéis e criogéis de celulose como biomateriais, a
influéncia de diferentes organosilanos na funcionalizacdo dessas estruturas ainda é pouco
explorada, especialmente quanto a adeséo e proliferacdo celular. Nesse contexto, este estudo
teve como objetivo desenvolver e caracterizar scaffolds baseados em criogéis de celulose
microfibrilada, obtidos por liofilizacdo e funcionalizados por deposicao a vapor com diferentes
organosilanos: tetraetoxisilano (TEOS), trietoxivinilsilano (TEVS), 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) e 3-glicidiloxipropiltrimetoxisilano (GPTMS). A
caracterizagdo dos criogéis foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV),
analise de porosidade, densidade aparente, molhabilidade por angulo de contato e ensaios de
adesdo e citotoxicidade celular. Os resultados indicaram que o0s criogéis apresentaram
porosidade elevada (98-99%) e densidade aparente entre 0,0156-0,0240 g/cm3. Os criogéis
silanizados com TEVS e APTES exibiram maior hidrofobicidade (angulo de contato entre 85-
103°), dificultando a adesdo celular e tornando-os inadequados para aplicacdo como scaffolds.
Por outro lado, os criogéis tratados com TEOS e GPTMS apresentaram melhor adesdo e
viabilidade celular nos ensaios com fibroblastos MRC-5 e células neurais PC-12, tornando-se
candidatos promissores para aplicagfes em cultura celular 3D. Os resultados deste estudo
demonstram que a funcionalizacdo de criogéis de celulose com TEOS e GPTMS favorece a
adesédo e proliferagdo celular, consolidando esses materiais como potenciais scaffolds para
engenharia tecidual. Tais resultados contribuem para 0 avanco na substituicdo de modelos 2D
e ensaios in vivo, promovendo o desenvolvimento de sistemas biomiméticos mais eficazes para
aplicacdes biomédicas.

Palavras-chave: Celulose; Silanos; Criogel; Cultura celular 3D; Scaffolds; Crescimento e
proliferacdo celular.



ABSTRACT

Three-dimensional porous scaffolds play an important role in tissue support and growth and are
widely used in three-dimensional (3D) cell culture within the extracellular matrix (ECM). This
approach represents a significant advancement in the biomedical field, enabling the replacement
of traditional two-dimensional (2D) cell cultures and reducing the need for animal testing,
which presents physiological, metabolic, and high-cost limitations. Among the promising
materials for scaffold development, cellulose stands out as a renewable and biocompatible
biopolymer whose structural properties can be adjusted through different drying processes and
chemical modifications. Despite advances in the use of cellulose aerogels and cryogels as
biomaterials, the influence of different organosilanes in the functionalization of these structures
remains underexplored, particularly regarding cell adhesion and proliferation. In this context,
this study aimed to develop and characterize scaffolds based on microfibrillated cellulose
cryogels obtained through freeze-drying and functionalized via vapor deposition with different
organosilanes: tetraethoxysilane (TEOS), triethoxyvinylsilane (TEVS), 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES), and 3-glycidyloxypropyltrimethoxysilane (GPTMS).
The cryogels were characterized using scanning electron microscopy (SEM), porosity analysis,
apparent density, contact angle wettability, and cell adhesion and cytotoxicity assays. The
results indicated that the cryogels exhibited high porosity (98-99%) and apparent density
ranging from 0.0156 to 0.0240 g/cm3. Cryogels silanized with TEVS and APTES showed
higher hydrophobicity (contact angle between 85-103°), hindering cell adhesion and making
them unsuitable for scaffold applications. In contrast, cryogels treated with TEOS and GPTMS
demonstrated better adhesion and cell viability in assays with MRC-5 fibroblasts and PC-12
neural cells, making them promising candidates for 3D cell culture applications. The results of
this study demonstrate that functionalizing cellulose cryogels with TEOS and GPTMS enhances
cell adhesion and proliferation, establishing these materials as potential scaffolds for tissue
engineering. These findings contribute to advancing the replacement of 2D models and in vivo
assays, promoting the development of more effective biomimetic systems for biomedical
applications.

Keywords: Cellulose; Silanes; Cryogel; 3D Cell Culture; Scaffolds; Cell Growth and
Proliferation
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1 INTRODUCAO

Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais porosas que desempenham um papel
essencial no suporte e crescimento de tecidos, sendo amplamente utilizados na engenharia
tecidual e em estudos biomédicos. Esses materiais podem atuar tanto como equivalentes
biolégicos para a regeneracdo tecidual quanto como suportes para a proliferacdo celular,
promovendo a reparacdo funcional e morfologica de areas danificadas. A elaboracdo de
scaffolds poliméricos tém sido pesquisadas pelas vantagens das suas propriedades
microestruturais, como tamanho e interconectividade de poros, além da arquitetura de suas
fibras, fatores fundamentais para a interacdo celular e para o desempenho biomédico dessas
estruturas(Jafari et al., 2017).

Dentre as abordagens avancadas em cultura celular, destaca-se o uso de scaffolds para
a criacdo de culturas celulares tridimensionais (3D). Essa técnica permite o crescimento e a
proliferagcdo celular em um ambiente controlado e mais semelhante ao organismo humano, o
que possibilita sua aplicacdo em estudos de doencas, avaliacdo da funcionalidade de farmacos
e no desenvolvimento de vacinas, por exemplo. O intuito da cultura celular 3D é a substituicdo
dos testes em animais, 0s quais além de ndo reproduzirem corretamente o organismo humano,
também possuem altos custos para implementacdo e envolvem preocupacdes éticas (Akbari et
al., 2019; Koo; Huch, 2016).

Os scaffolds para cultura celular sdo biomateriais projetados para assumir uma forma
que conduz, a partir de interacBes com sistemas vivos, a aplicacdo em qualquer procedimento
seja este terapéutico ou de diagnostico. E preciso que estes, sejam projetados para serem
biocompativeis, isto é, que ndo provoquem uma resposta imunolégica do hospedeiro e/ou que
sejam também capazes de se integrarem com facilidade aos tecidos envolventes. Ademais,
dependendo da aplicacdo, é fundamental analisar a capacidade de suportar as cargas e forcas
mecanicas do ambiente a ser inserido, como também serem capazes de resistir a degradacéo e
corrosdo no ambiente biologico. Suas aplicagbes abrangem diagnosticos, cirdrgicas,
terapéuticas, administracdo de medicamentos e dentre outros (PIRES; BIERHALZ; MORAES,
2015; WAGNER et al., 2004).

Entre os materiais estudados para aplicacdo em biomateriais, existem o0s provenientes
de fontes naturais, como é o caso da celulose. A celulose € o biopolimero mais abundante que
existe no planeta, é constituinte da maior parte das estruturas vegetais, e se destaca por advir de
fontes renovaveis. A biocompatibilidade e a biodegradabilidade atribuidas a materiais

compostos por celulose séo fatores determinantes para o direcionamento de suas aplicacdes, em



especial para a &rea dos biomateriais. De maneira geral, a celulose pode ser utilizada em forma
de gel, em suspensdo, como no caso dos hidrogéis, ou seca, obtida por diferentes métodos, a
depender da aplicabilidade (Innerlohinger; Weber; Kraft, 2006).

As diferentes metodologias de secagem para a celulose influenciam nas propriedades
do material e podem receber diferentes nomenclaturas, como subgrupos do aerogel. A secagem
em estufa a temperatura controlada forma o chamado xerogel, que possui uma estrutura mais
fragil consequente da formacao dos poros do material, em que a evaporacdo do solvente e a
reducdo da massa gera a ocorréncia de fraturas e colapso de poros. Ja o criogel, obtido por
secagem em liofilizador apresenta uma melhor estabilidade dos poros quando comparada as
outras metodologias de secagem. Por ser uma técnica de sublimacdo, torna-se menos agressiva,
porém pode formar cristais que causam tensdo e quebra da estrutura, dependendo das condi¢cbes
de temperatura e pressdo que sao estabelecidas. E os aerogéis em si, sdo formados por secagem
supercritica, e apresentam o maior nimero de poros e a consequente menor densidade e melhor
estabilidade estrutural, devido a sua secagem precisa e controlada (Garcia-Gonzélez et al.,
2012).

As propriedades fisicas exclusivas do aerogel, como a baixa densidade, alta porosidade
e possibilidade de controle de porosidade, tem propiciado aplica¢fes diversas para este material,
como em roupas isolantes térmicas, adsor¢cdo de impurezas e nas areas biomédica e
farmacéutica. Alguns destaques para a aplicacdes de criogel / aerogel em biomateriais foram
apresentados pelos autores Stergar e Maver (2016), citando como destaque a fungdes como a
administracdo de medicamentos, engenharia tecidual, tratamento de feridas, atuacdo como
biossensores e diagndsticos. Adicionalmente, para aprimorar os aerogéis de acordo com a
aplicacdo desejada, é possivel atribuir funcionalizacGes e tratamentos quimicos que permitem
modificacdes estruturais, maior compatibilidade com um determinado meio e melhorias da
estabilidade e propriedades mecanicas dos aerogéis/criogéis.

A deposicdo a vapor de silanos é um tipo de modificacdo quimica que acontece na
superficie de materiais, e consiste na formacéo de um filme fino de silica funcionalizada por
um método controlado de condensagdo. Este método permite que este ao mesmo tempo altere
o grau de hidrofilicidade / hidrofobicidade e promova maior estabilidade mecénica ao criogél,
sem que afete a estrutura interna do material e sem que influencie na toxicidade. Pesquisas tém
evidenciado o uso dessa técnica para aplicacdo em microdispositivos médicos e outros
biomateriais (Wang; Ferrari, 1998).

Algumas pesquisas ja apontaram para a aplicacdo de aerogéis/criogéis em crescimento

de diferentes tipos de células (Sabri et al., 2011, 2012). No entanto, ndo ha indicios de estudos



com criogeis que combinem o uso de diferentes silanos com a celulose para aplica¢fes de
crescimento e proliferacdo celular. Assim, o estudo almeja-confeccionar um criogel de celulose
microfibrilada silanizado por deposi¢do a vapor com organosilanos para ser aplicado em

scaffolds de crescimento celular e proliferacédo celular.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver scaffolds a base de criogéis de celulose microfibrilada silanizado por

deposicéo a vapor para aplicacdo em cultura celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a utilizacdo de celulose microfibrilada, de origem vegetal e produzida por
desfibrilacdo mecanica em um moinho de rebolos na producdo de scaffolds;

e Analisar a influéncia do teor de 2% de celulose microfibrilada e o processo de secagem
por liofilizacdo na producéo de scaffolds de celulose;

e Avaliar a influéncia do uso de 4 diferentes organosilanos no tratamento quimico de
scaffolds e sua aplicagdo por deposicao a vapor;

e Realizar ensaios quimicos e morfologicos que constatem a citotoxicidade, migracdo e
proliferacdo celular no aerogel que permitam a sua posterior aplicacdo no cultivo

celular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOMATERIAIS

Os denominados biomateriais podem ser definidos como dispositivos de origem natural
ou artificial, os quais entram em contato com sistemas bioldgicos, que compreendem desde
moléculas individuais até 6rgdos e tecidos com o intuito de ser aplicado para substituir,
aumentar ou tratar. Assim, um biomaterial é projetado para assumir uma forma que direciona,
a partir de interagdes com sistemas vivos, o destino de qualquer procedimento seja este
terapéutico ou diagndstico. Suas aplicacBes visam diagndsticos, cirurgicas, terapéuticas,
administracdo de medicamentos e dentre outros. Podem ser constituidos de composicado
polimérica, ceramica, metalica e de ligas metalicas, compdsitos de matriz e fase dispersa que
unam diferentes propriedades, ou ainda por materiais hibridos combinando polimeros, metais e
ceramicos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Biomateriais séo divididos em 4 grupos principais conforme as reacdes bioldgicas que
podem provocar no organismo: biotoleraveis, bioinertes, bioabsorviveis e bioativos. Os
biotoleraveis, atuam a partir da liberacdo de ions, materiais corrosivos ou quimicos no corpo
que formam uma pelicula protetora, que indica a tolerabilidade do corpo com o material (quanto
mais espessa, menos biotoleravel). Os bioinertes sdo materiais inertes e estaveis dentro do
corpo, possuem alta resisténcia a corrosdo, a pelicula é formada, entretanto é quase inexistente.
Os bioabsorviveis liberam de forma gradual e controlada, ions benéficos para a regeneracao da
estrutura celular, em que no final do processo, 0 material seré totalmente absorvido pelo corpo.
Por fim, os bioativos sdo aqueles que interagem com o0s tecidos naturais, e possuem
propriedades osteointegracdo, formando ligagbes de natureza quimica com o tecido 0sseo
(ZHANG; WILLIAMS, 2019).

A definicdo do biomaterial adequado esta vinculada com a sua aplicacéo especifica e 0s
requisitos de desempenho e propriedades que se almejam. As propriedades fisicas e quimicas
dos materiais influenciam na sua interacdo com o ambiente bioldgico a ser inserido. Para isso,
@ necessario que estes, sejam projetados para serem biocompativeis, ou seja, que nao
provoquem uma resposta imunolégica do hospedeiro e que sejam capazes de se integrarem com
sucesso aos tecidos circundantes. Além disso, € necessario observar a capacidade de suportar
as cargas e forcas mecanicas do ambiente desejado, assim como serem capazes de resistir a

degradacéo e corrosdo no ambiente biologico (WAGNER et al., 2004).
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3.2 CULTURA CELULAR 3D

A cultura de células € uma técnica fundamental para a area bioldgica e médica
atualmente, essa técnica € empregada para cultivar e manter as células vivas fora do organismo,
em um ambiente controlado. Estudos da biologia celular em cultura celular permite 0 melhor
entendimento de doencas e tratamento de doengas, funcionalidade de medicamentos,
desenvolvimento de vacinas e ainda terapia celular. Para isso, € necessario um modelo in vitro
ideal, que imite a estrutura, a fisiologia e a patologia do 6rgéo in vivo (Freshney, 2016). Cultura
celular em trés dimensdes é uma técnica avancada que permite com que as células se proliferam
formando tecidos em um ambiente similar ao organismo vivo. Essa é uma alternativa que tem
ganhado destaque na substituicdo dos testes em animais, 0s quais ndo conseguem reproduzir
com precisdo o metabolismo humano, além dos altos custos e as preocupacdes éticas envolvidas
(Akbari et al., 2019). Quando comparada a cultura celular 2D, alguns fatores se destacam para
os modelos tridimensionais, como a formacdo de gradiente no meio de cultivo. Além disso
ocorre a aderéncia e a interacdo das células pela ligacdo das integrinas (proteinas de adesdo)
com a matriz (Hussey; Dziki; Badylak, 2018). A Figura 1 apresenta uma comparacdo da

representacdo das diferencas da cultura celular entre placa 2D e matriz extracelular 3D.
Figura 1 - Comparacéo entre cultura celular 2D vs 3D

Células crescendo em , Células crescendo em
placa 2D : matriz extracelular 3D

Organizagio
celular e polaridade
forgadas

concentrado de matriz pela ligagao
fatores soluveis integrina-matriz

‘ Gradiente Células aderem &

Células sdo
incorporadas

Células expostas a
interface liquida

£
=3

E Interagdes
entre células . célula-célula
Fonte: Adaptado de Hussy, Dziki e Badylak (2018)

3.2.1 Cultura celular em scaffolds de celulose
O comportamento das fibras de celulose quando secas, em especial sua microestrutura

porosa e a rede interconectada de fibras e microfibras sdo os fatores principais para a aplicacao
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dos aerogéis de celulose. A presenca dos grupos -OH nas fibras da celulose promove a adesao
e a proliferacdo de células. E relatado também, a auséncia de toxicidade para a membrana e na
atividade mitocondrial celular e na proliferacdo do DNA (Mirtaghavi; Luo; Muthuraj, 2020). O
tamanho do poro é uma varidvel importante para a cultura de células. No caso da cultura de
células de fibroblastos, por exemplo, o poro assume um tamanho de 20 a 120 pum de diametro
(PAN; JIANG; CHEN, 2006). Enquanto que, para o reparo e a regeneracao do tecido 6sseo, foi
relatado uma faixa de 200 a 400 um, e para o crescimento de células musculares lisas, 50 a 200
um foi reportado como um intervalo adequado (Yang et al., 2021). Dessa maneira, as espumas
e 0s aerogéis obtidos por liofilizacdo apresentaram os resultados mais positivos para essa
aplicacdo, pois estdo dentro dessa faixa micro de tamanho de poro.

3.3 SCAFFOLDS

A engenharia tecidual surge como uma alternativa para a implementacéo de substitutos
de tecidos que se assemelham e consequentemente adaptam-se ao organismo. Solucdo que se
da a partir do desenvolvimento de suportes como os scaffolds, os quais quando associados a
pele contendo a matriz extracelular cultivada ird regenerar o tecido lesado ou ainda podera
produzir um novo tecido cutaneo (DE SA, 2015). A Figura 2 ilustra 0 esquema de engenharia

tecidual com o uso de scaffolds como suporte das células.
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Figura 2 - Esquema do procedimento da engenharia tecidual com scaffold
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Fonte: Da autora (2023)

A engenharia tecidual é uma area multidisciplinar que contempla forcas quimicas,
bioldgicas e fisicas que estdo presentes no desenvolvimento de tecidos, nas lesdes e na cura de
feridas. Os quatro componentes principais utilizados pela engenharia tecidual sdo as células
vivas, um suporte, a matriz extracelular (responsavel por fornecer os fatores de crescimento) e
a depender da aplicacao de biorreatores, para situagcdes de producéo ex vivo. Os produtos dessa
area podem ser utilizados em duas principais situacfes, sendo a primeira relacionada a
construcdo de tecido bioartificial in vitro a partir de células de um doador com o intuito de
substituir os tecidos ou 6rgdos danificados. A outra opcéo de aplicacdo € em situacdes de
modificagéo in vivo no crescimento e fungéo de células para regeneracéo in situ (Verma; Singh,
2014).

Em uma diviséo prevista por Lanza et al. (2007), as etapas da engenharia de tecido
compreendem inicialmente a realizacéo da selecé@o e o processamento de um suporte conforme
a célula escolhida para o trabalho. Sequencialmente, a populacéo celular deve ser inoculada e
posicionada no suporte, o qual sera responsavel pela fase priméaria de crescimento do tecido.
Em seguida, este tecido deverd estar em contato com a matriz extracelular nas condictes

ambientais ideais para a maturacdo do sistema fisiologico, o qual pode ser adicionado a um
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biorreator em caso de tecido in vitro. Por fim, ap0s a realizacdo de todas as etapas descritas,
podera ser efetuado o re-implante cirdrgico in vivo, mantendo em observacgdo a integracéo do

material com o meio.

3.3.1 Scaffolds poliméricos

Scaffolds séo definidas como estruturas tridimensionais porosas, que permitem o
crescimento e suporte de um tecido, atuando como uma matriz extracelular, a qual ira interagir
e formar novos tecidos. A composi¢do deve ser adequada considerando caracteristicas quimicas
e estruturais que esse material necessita para que atue no organismo inserido, evitando possiveis
rejeicdes e toxicidades. Os scaffolds poliméricos tém sido pesquisados pelas vantagens das suas
propriedades, como caracteristicas de microestrutura, que compreendem tamanho de poros,
interconectividade e arquitetura de poros da ordem de 400 um (variaveis de acordo com a
aplicacdo desejada) e fibras que influenciam na interacdo das células com os scaffolds (Jafari
etal., 2017).

A revisdo literéria apresentada por Jafari et al (2017), elaborou um compilado citando
pesquisas com implementacdo de polimeros em scaffolds para engenharia de tecidos. Os autores
dividem em duas categorias principais, as constituidas por polimeros naturais e as sintéticas,
em que foram avaliadas a influéncia das caracteristicas quimicas e estruturais do scaffold sobre
0s comportamentos celulares de adesdo, proliferacdo, migracdo e distingdo. Os scaffolds
possuem diversos tipos de matrizes, com destaque para 0s porosos, 0s de microesferas,
hidrogéis, e os fibrosos. Em que 0s porosos sdo usados para promover crescimento 6sseo,
tecidos e vascularizacdo. Os scaffolds de microesferas sdo aplicados em encapsulacdo de
farmacos, enquanto os hidrogéis conduzem e propiciam crescimento de tecidos e cicatrizagéo.
Por fim, os scaffolds fibrosos, sdo utilizados como suportes para engenharia de tecidos e como
veiculo de libertacdo controlada de farmacos (Dhandayuthapani et al., 2011).

Quando se trabalha com engenharia tecidual é necessario que alguns fatores
determinantes sejam avaliados, como a biocompatibilidade, e biodegradabilidade, propriedades
mecanicas e quimicas do material a ser implementado. Cada célula do corpo humano necessita
de ambientes especificos para se proliferar, sendo assim, o scaffold a ser desenvolvido deve ter
suas medidas, porosidade e constituicdo de acordo com a célula que Ihe serd destinado. Em
suma, o scaffold ideal precisa apresentar em suas caracteristicas: extensa rede de interconexao
entre poros, para que a celula consiga migrar, se reproduzir e agregar dentro do material; possuir

canais para fornecimento de oxigénio e nutrientes para as células profundas que se localizam
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dentro dos scaffolds; sua composi¢do quimica precisa permitir que os produtos de superficie e
de degradacdo sejam compativeis para que reacGes imunoldgicas e inflamatdrias sejam
minimas; e estas devem possuir um comportamento mecanico adequado para sua aplicacéo
final (Liu; Xia; Czernuszka, 2007).

3.3.2 Scaffolds de celulose

A celulose (CsH100s)n € um polissacarideo, formado pela repeticdo do monomero, a -
d-glicose, representado na Figura 3. E o polimero natural mais abundante que existe, e se
destaca por possuir fonte renovavel e por ser facilmente modificada em uma variedade de
derivados, contando com uma boa solubilidade e processabilidade. Quando de origem vegetal,
pode ser obtida da madeira, algoddo, algas, em frutos como o coco, e ainda gramineas como 0
bambu. As fibras podem atingir escala micro e nanométrica, a depender do método para
obtencdo (Cheng et al., 2023).

Figura 3 - Representacdo do monomero da celulose
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Fonte: Eichhon (2010)

A origem da celulose pode se dar tanto por celulose vegetal (CV) quanto por celulose
bacteriana (CB). Quando se usa o termo nanocelulose esta se referindo a materiais celuldsicos
com pelo menos uma dimensao da fibra em escala nanométrica. Dentro da nanocelulose existem
as nanofibras (CNF), e a nanocelulose cristalina ou whiskers (CNC). As fibras de celulose de
origem vegetal em si sdo produzidas por processos de branqueamento e polpacéo, e para que se
atinjam escalas micro e nanomeétricas, € necessaria uma etapa de desintegracdo por moinhos
desfibriladores ou em processos de tratamento quimico (Isogai, 2020).

A celulose possui uma grande gama de aplicacOes, devido as suas caracteristicas como
bom isolante térmico, resisténcia mecanica, interagindo bem com agua, porém sendo insoltvel
nela. As aplicacbes em destaque incluem embalagens alimenticias (Liu et al., 2021),
dispositivos biomédicos (Seddiqui; Kamal; Yousufi, 2021) e no campo petrolifero (Liu et al.,
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2021) Embora a celulose seja biocompativel com o corpo humano, € importante destacar que
ela ndo pode ser degradada. Isso ocorre porque 0s seres humanos ndo possuem celulase, uma
enzima responsavel pela degradacdo da celulose que é comumente produzida por fungos,
bactérias e protozoarios, bem como por algumas plantas e animais (Torgbo; Sukyai, 2020).
Alguns estudos preveem a incorporacdo de enzimas de celulase a celulose para permitir a
biodegradacdo do material (Hu; Catchmark, 2011). Isso néo se tornaria necessariamente um
problema no caso de matrizes extracelulares, como a cultura de células tridimensionais, que

visa substituir os testes em animais.

3.3.3 Scaffolds como substitutos de testes em animais

Dentre as aplicacbes possiveis dos scaffolds, existe 0 uso como uma alternativa para
substituir ensaios realizados em animais. A cultura celular 3D permite que as células se
proliferem e formam tecidos, imitando a organizagdo e a microarquitetura de 6rgaos. Além da
protecdo dos animais, outras vantagens se destacam, como a possibilidade de controlar
variaveis, que em sistemas in vivo, estdo atrelados a efeitos desconhecidos e a complexidade
dos organismos vivos. Também é possivel usar células humanas para a cultura celular, ja que
minimiza questionamentos sobre os resultados terem sido testados em modelo animal (Bédard
et al., 2020).

Com esse mecanismo de cultura celular 3D, se torna possivel a producdo de
medicamentos personalizados, ja que as células préoprias do paciente podem ser usadas,
permitindo testes de medicamentos, avaliacdo de diagnosticos e ainda a modelagem de doencas.
Porém, por enquanto, a cultura celular ainda ndo pode substituir totalmente os ensaios em
animais, devido a necessidade do uso de organismos completos para avaliar a estrutura de
interacdo entre os 6rgados e funcdes (Bédard et al., 2020).

Os polimeros naturais tém mostrado resultados positivos para a formacao de scaffolds
3D, em especial polissacarideos como quitina, alginato e celulose. A celulose tanto advinda de
origem vegetal, quanto de bactérias, possui excelente biocompatibilidade para aplicacdo em
cultura celular 3D e dependendo da sua origem a celulose pode possuir propriedades
ligeiramente diferentes quando aplicadas em scaffolds. Entre estas propriedades, se destacam a
hidrofilicidade, e 0 comportamento de resisténcia mecéanica. Além disso, ela permite a adesao,
proliferacéo e ainda diferenciacdo osteogénica, caracteristicas positivas para a reconstrucao do

tecido 6sseo e implantes médicos (Donnaloja et al., 2020; Luo et al., 2019).
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3.4 AEROGEL

O desenvolvimento do aerogel é creditado a Samuel Kistler no ano de 1932, e o termo
nomeia os géis que tem sua fase liquida substituida por gas, sem que ocorra o colapso do sistema
solido-gel. Nesse sistema o volume de poros desses materiais se destaca por estar na ordem de
90%, proporcionando ao aerogel a caracteristica de baixa densidade, um dos pontos que mais
agregam interesse ao material. E possivel confeccionar trés tipos diferentes de aerogéis de
acordo com o0 método de producdo, sendo estes: xerogel, aerogel e criogel (PIERRE, 2011).

As aplicacOes diversas dos aerogeéis estdo relacionadas com suas propriedades quimicas
e fisicas diferenciadas, tais quais, atuagdo como isolante térmicos e acusticos, em eletrdnicos
(como os capacitores e baterias), hidrofobicidade, entre outras. Assim como, sua metodologia
de secagem ¢é responsavel por definir quais as aplicacdes mais adequadas, ja que cada uma das
trés secagens existentes provoca a formacao de uma estrutura diferente, afetando sua porosidade
que consequentemente atua nas propriedades mecanicas dos materiais (Pierre; Pajonk, 2002).
A Figura 4 apresenta um criogel de celulose sobre duas flores, representando a baixa massa do

material.

Figura 4 - Criogel de celulose sobre flores

Fonte: Da autora (2025)
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Os aerogéis sdo materiais com estrutura de baixa densidade e alta porosidade. Possuem
propriedades de baixa transferéncia de calor e alta area de superficie especifica. A estrutura dos
aerogéis consiste em 90% de ar, e os outros 10% contendo a estrutura tridimensional de
nanoparticulas. E a densidade aparente de um aerogel pode atingir faixas entre 0,004-0,058
g/cm3 (Garcia-Torres et al., 2016) Estes podem ser constituidos dos mais diversos reagentes de
acordo com a sua necessidade de aplicacdo, dentre as aplicagdes estdo inclusas isolantes de
calor e som, capacitores, pesquisas aeroespaciais, e materiais absorventes (Meti et al., 2022).

Dentre os tipos de aerogéis estudados, destacam-se 0s constituidos de silica, carbono e
Oxidos metalicos, sendo que estes podem formar compdsitos e se unirem a nanofibras para
formar materiais com propriedades adequadas para as mais diversas aplicacdes. O aerogel de
carbono, é representado pelo aerografeno ou aerogel de grafeno que é considerado o material
mais leve do mundo, com uma densidade de apenas 0,16 mg/cm3, em que se combina as altas
propriedades mecénicas e estabilidade quimica do grafeno com a leveza do aerogel (Gorgolis;
Galiotis, 2017).

3.4.1 Tipos de secagem para obtencdo dos aero-, Xxero-, criogéis

A secagem supercritica € uma técnica usada para superar alguns problemas apontados
pelas outras metodologias convencionais de secagem para obtencao dos aerogéis. Seu destaque
é para a preservacao da alta porosidade aberta e a eliminacdo completa de fluidos supercriticos
nos poros do gel, evitando a presenca de transi¢cdes intermediarias entre os estados vapor-
liquido e possiveis tensdes superficiais no gel, prevenindo o colapso dos poros durante a
eliminacdo do solvente (Garcia-Gonzélez et al., 2012). A Figura 5 apresenta um esquema de
secagem supercritica do aerogel.
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Figura 5 - Representacdo da metodologia de secagem do aerogel por extracdo supercritica.
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Fonte: Da autora (2023)

O aerogel de silica foi o primeiro a ser desenvolvido e segue sendo 0 com maiores
estudos de aplicacdes, podendo ser produzido a partir de diferentes organosilanos e tem sido
aplicado como isolante térmico, acustico, absorvente, em sensores, e dentre outros (Soleimani
Dorcheh; Abbasi, 2008). Quanto aos aerogéis de Oxidos metélicos (tais como zircénio,
aluminio, galio e ferro), se destacam por apresentarem uma boa estabilidade térmica e maior
resisténcia mecanica, porém com uma maior densidade. Assim sendo, suas aplicacdes destaque
sdo voltadas a amortecedores, isoladores e materiais de apoio, atribuidos principalmente a sua
resisténcia a compressdo (Benad et al., 2018). Além desses, destaca-se 0s aerogéis organicos,
0s quais sdo feitos de biopolimeros de diversas fontes renovaveis como alginato, pectina,
quitosana e proteinas. Por sua caracteristica de biocompatibilidade, suas aplicagdes sdo
direcionadas a fungdes como a administracdo de medicamentos, cosméticos e biocatélise
(Smirnova; Gurikov, 2018).

Os xerogeis sdo formados por secagem lenta de evaporacdo de solvente sob presséo
ambiente em diferentes temperaturas, e sdo preparados pela metodologia sol-gel. Esse
procedimento consiste na hidrolise e pds-condensacao de um agente em solucdo e na secagem

a uma determinada temperatura, acima do ponto de ebulicdo do solvente (Akti; Balci, 2023). O
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processo de secagem é o maior determinante do comportamento da estrutura, especialmente
guanto ao tamanho e distribuicdo dos poros. Esta secagem deve ser um processo lento e de
temperatura controlada, para evitar a formagdo de rachaduras ou fragmentacdo. Podem ser
transparentes e translicidos como os aerogéis dependendo principalmente da sua composicao,
porém com menores areas de superficie, densidade maior e tamanho de poros menores (Gesser;
Goswami, 1989). A Figura 6 representa 0 método de secagem por evaporacao de solvente em

estufa térmica e a pressao ambiente em xerogeéis.

Figura 6 - Método de secagem do xerogel
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Fonte: Da autora (2023)
Esse método de secagem no ambiente ndo possui a capacidade de preservar a estrutura

do gel. A secagem forma meniscos (tensdo superficial dada pela curva na superficie de um
liquido nas proximidades da borda do recipiente ou outro objeto) de vapor liquido nos poros do
gel, estes recuando conforme o enxugamento dos poros ainda do gel tmido. Apos a evaporacgédo
do solvente, a tensdo superficial do liquido ainda contido nos nanoporos ird influenciar na
presséo capilar existente nas paredes dos poros, que podem vir a colapsar. Assim, as condig¢oes
de secagem do xerogel influenciam na formacéo dos poros estruturais do material, fazendo com
que a evaporacdo do solvente e consequente reducdo da massa durante o processo, propicie a

ocorréncia de fraturas e colapso de poros (Garcia-Gonzalez et al., 2012).
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Em seus estudos, Idumah (2023) desenvolveu uma reviséo sobre as atuais aplicacdes
multifuncionais de xerogéis de acordo com a sua nanoarquitetura. Retardante de chamas,
capacitores, limpeza de ar, agente coagulante, deteccao e separacdo de gases, sdo algumas das
principais aplicacdes apontadas pelo autor como estudos promissores para 0 uso do xerogel. A
revisdo de Khalil et al. (2022) retrata uma abordagem de aplicagdo para o xerogel que tem
ganhado destaque é quanto o0 uso na biomedicina para a producdo de materiais biopoliméricos
gue possam estar em contato com organismos vivos, como na administracao de medicamentos,
antibacteriano, cicatrizante de feridas, estruturas para engenharia tecidual e biossensores.

Os criogéis sdo secos por liofilizacdo, em que sdo submetidos a secagem por
congelamento, seguido de um tratamento térmico em atmosfera inerte. Assim como 0s outros
tipos de aerogels, também sdo formados pelo método sol-gel, necessitando de um controle da
area superficial, distribuicdo dos poros, condutividade elétrica e estabilidade termo-mecénica
ao longo do seu desenvolvimento (Matovi¢ et al., 2022). A Figura 7 representa as etapas para

a confecgdo de um criogel por meio do método de secagem por liofilizag&o.

Figura 7 - Método de secagem de criogel por liofilizacdo
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A técnica de secagem por liofilizacdo, também chamada de criosecagem, acontece por
meio da diminuicdo da temperatura do gel para outra abaixo da temperatura de cristalizacéo do
solvente empregado no procedimento necessitando que haja uma taxa de sublimacéo lenta para
a evaporacao do solvente. Além disso, exige atencdo quanto ao aumento do volume do solvente
causado pela cristalizagéo, pois esta induz tensdes no gel, direcionadas da borda para o centro,
podendo resultar na quebra de camadas da crosta em pequenas particulas. O processo ocorre
em condicdes de temperatura e pressdo abaixo do ponto triplo, permitindo a sublimacdo do gelo
presente na estrutura (Garcia-Gonzalez et al., 2012).

A liofilizagéo é empregada com o intuito de evitar colapsos da rede devido & pressao
capilar. As amostras sdo congeladas em nitrogénio liquido, antes de serem posicionadas no
equipamento de liofilizacdo. O destaque para as aplicacdes de criogel é na éarea da
biotecnologia, em especial na parte microbioldgica, para imobilizacdo, cultivo e isolamento de
células, e ainda a captura de materiais soltveis em liquidos celulares. Essas aplicacfes sao
associadas ao controle de macroporos dos criogeéis, possibilitando a criacdo de um ambiente
indculo para o desenvolvimento de células e a exploracdo de biocompatibilidade e resisténcia

guimica e mecanica do material (Plieva et al., 2008).

3.5 AEROGEL COM CELULOSE

A celulose é um dos principais constituintes das estruturas vegetais sendo de fonte
renovavel, e o biopolimero mais abundante da natureza, € uma fibra branca com uma densidade
aproximada de 1,5 g/cm3. Os aerogéis reforcados com celulose e secos pelo processo de
secagem supercritica, sdo denominados aerocelulose. O acréscimo da celulose em aerogéis
costuma estar associado a uma matriz contendo silica em sua constitui¢cdo, com o intuito de
diminuir a fragilidade do material, a partir da criacdo de uma rede de fibras na estrutura das
particulas de silica (Innerlohinger; Weber; Kraft, 2006). Além da secagem supercritica, 0s
aerocelulose também podem ser elaborados com secagem por pressdo ambiente (xerogel) e
secagem por liofilizador (criogel).

Os estudos de Zimmermann e Zattera (2021) analisaram o potencial de reforco com
celulose microfibrilada na estrutura dos aerogéis de silica, quanto a suas propriedades
mecanicas, diminuindo a fragilidade do aerogel, sem comprometer sua caracteristica de atuacao
como isolante térmico. As propriedades de densidade, porosidade e estrutura de superficie
determinam as condic¢des de condutividade térmica desse material, as quais possibilitam seu

emprego como isolante térmico. Outras aplicacGes atribuidas a esse material s&o para adsorc¢éo,
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biomedicina, transporte de nanoparticulas de metais e dxidos metélicos, entre outros (Long;
Weng; Wang, 2018).

A viabilidade da celulose em aerogeis se da por ela ser classificada como um
homopolissacarideo ¢ conter unidades de -1, 4-D-glucopiranose em sua composi¢do. Assim
fazendo com que exista a tendéncia de criar uma conex&o intramolecular de redes de hidrogénio
que formam cadeias e consequentemente regides cristalinas. A celulose pode ser aplicada em
trés formas: como nanofibras flexiveis curtas ou longas, nanocristais rigidos, e ainda como
celulose bacteriana. A celulose em qualquer uma de suas formas apresentadas, possui
biocompatibilidade e biodegradabilidade importantes para aplicacdes como biomateriais. Estas
propriedades estéo vinculadas a algumas fungdes presentes na sua estrutura como a solubilidade
em agua, hidrofilia e ndo toxicidade, que associadas a estrutura da fibra que permite a producéo
de camadas com diferentes porosidades, essenciais para o crescimento celular e outras

aplicacdes biomédicas (Mirtaghavi; Luo; Muthuraj, 2020).

3.6 TRATAMENTO QUIMICO DE SILANIZAGAO POR DEPOSIGAO A VAPOR

As modificacdes quimicas de materiais, como 0s aerogéis, permite a funcionalizacéao e
alteracOes que se adaptem para a aplicacdo desejada. A técnica de deposicdo a vapor consiste
em um processo controlado de condensagdo de um material para o dep6sito ou revestimento de
uma superficie. Para que a deposicéo dessa camada de filme ocorra é necessario que tenha uma
fonte de aquecimento na superficie do substrato ou em suas proximidades. O material resultante
adquire a forma de um filme fino, p6 ou cristal Gnico e € empregado como um revestido com o
intuito de aprimoramento de propriedades, como as mecanicas, triboldgicas e quimicas (PARK;
Sudarshan, 2001).

A deposicdo a vapor com silica como precursor, € uma das mais comuns, e pode ser
efetuada com os diferentes tipos de silanos, permitindo a formacdo de uma camada fina de
silano envolvendo o material. Na area biomedica, a aplicacdo desses filmes de silica tem sido
estudada para revestir microdispositivos medicos, especialmente de silicones, com o intuito de
controlar a hidrofilicidade e reduzir a adsorcéo de proteinas indesejadas (Wang; Ferrari, 1998).
As metodologias que compreendem o processo de silanizagdo em aerogéis, possuem algumas
variacdes quanto ao tempo necessario para silanizar e o agente utilizado, mas todas elas
consistem em inserir o material que se deseja ser envolto em uma fonte de aquecimento selada
juntamente com algum silano por um periodo de tempo que varia de 30 min a 48 horas. (Jin et
al., 2015; Lazzari et al., 2017; Nguyen et al., 2014).
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3.7 APLICACAO DO CRIOGEL COMO BIOMATERIAL

O potencial para aplicagdes farmacéuticas e biomédicas do aerogel, tém sido exploradas
ao longo dos altimos anos. Stergar e Maver (2016), trouxeram em sua revisao literaria algumas
das principais aplicacfes estudadas e desenvolvidas para o aerogel na area biomédica, com
destaque para a atuacdo como biosensores e diagndsticos de doencas, engenharia tecidual,
tratamento de feridas, dispositivos implantaveis, materiais antibacterianos e ainda para
administracdo de medicamentos. A biocompatibilidade do aerogel € comum a algumas
composicdes devido a sua estabilidade, fazendo com que estes ndo sejam nocivos ou toxicos e
nem provoquem a rejeicdo imunolégica em organismos vivos. A comprovacdo da
biocompatibilidade dos materiais se d& por determinagdo da composi¢do quimica e por ensaios
gue analisem a degradacdo fisica e mecanica. A Figura 8 ilustra as principais aplicac6es atuais
de aerogéis no campo dos biomateriais.

Figura 8 - Aplicacdes de aerogéis no campo biomédico.

Fonte: Adaptado de NITA et al.(2020)

A versatilidade do aerogel e suas propriedades quimicas e mecéanicas ajustaveis e a
extensa rede porosa que compreende a sua estrutura, € citado entre os fatores determinantes
para a aplicacdo biomédica. A medicina regenerativa do aerogel tem sido investigada para o

crescimento de diferentes células para organismos vivos, como em células renais (Sabri et al.,
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2011) e neurais (Lynch; Skalli; Sabri, 2018). Os estudos de Sabri et al (2011), avaliaram a
interacdo e crescimento de células renais e ganglios da raiz dorsal de um gamba para observar
0 comportamento em um aerogel de silica reticulado por crosslinking, com o objetivo de

futuramente aplicar em implantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

TEOS (Tetraetoxisilano) com grau de pureza de 98 %, TEVS (Trietoxivinilsilano) com grau de
pureza de 97 %, APTES ((3-Aminopropil)trietoxisilano), com grau de pureza de 99 %, e
GPTMS ((3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano) com grau de pureza de 98 %, em que todos 0s
silanos foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (Merk). As fibras de celulose branqueadas da
espécie Eucalyptus grandis, foram fornecidas pela Celulose Riograndense SA (Brasil, RS) na
forma de placas.

4.2. OBTENCAO DA CELULOSE MICROFIBRILADA

A celulose microfibrilada foi obtida por desfribrilamento mecénico. A moagem para
desfibrilagdo da celulose foi realizada utilizando um moinho de rebolos, da marca
Masscolloider Masuko Sangyo, modelo MKCAG6 — 2J. A moagem foi realizada em uma
suspensdo com agua e 3% de celulose. Neste processo, o0 equipamento € acoplado a uma bomba
de recirculacéo e o tempo de moagem previsto é de 4 horas, com velocidade de 2000 rpm. O
produto obtido desta operacdo foi uma suspenséo de celulose em gel, com teor aproximado de
2,5 % de nanofibras. Apds as suspensdes de celulose foram centrifugadas utilizando uma
centrifuga Novatecnica, modelo NT820, com velocidade de 5000 rpm por 30 minutos para
estabilizacdo da fracdo massica na suspensédo. O sobrenadante foi retirado do sistema e a relacéo
solido/agua foi mensurada e estabilizada com diferentes teores de s6lidos, no caso do estudo, a
2 % para a composicao do criogel. Foram feitas trocas para esterilizacdo do material com alcool
70 e a suspensao foi finalizada com uma troca do meio por dgua ultrapura do tipo 1. A Figura

9, ilustra as etapas para obtencdo da celulose.

Figura 9 - Etapas para obtencéo da celulose microfibrilada.

1) Moagem da (i) Esterilizagdo iy Sonifica¢do da
celulose da celulose ~ celulose
: -
S i .
LE ) N

Fonte: Da autora (2024)
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4.3 METODO DE PREPARAGCAO DO CRIOGEL

A metodologia empregada para obtencdo dos criogéis, seguido da silanizagdo destes por
deposicdo a vapor, teve como base os estudos de Zanini (2016). A elaboracdo completa das
amostras tem duracdo de uma semana, tendo inicio com o uso da suspenséo de celulose a 2 %,
apos a etapa de sonificacdo. Essa suspensdo é vertida em moldes, em que se utiliza placas de
cultivo de 6 pocos, sendo adicionados 3 mL para cada poco, nas quais o material é congelado
em ultra-freezer Liotop, modelo UFR30 por 24 horas a uma temperatura de -80 °C. Com as
amostras congeladas, os moldes contendo a celulose passam pela etapa de secagem em um
liofilizador modelo Liotop K105®, por um periodo de 72 horas, para que toda a agua presente
na amostra seja sublimada. O resultado sdo amostras de celulose seca e porosa, as quais foram
posicionadas em um sistema para realizacdo da modificacdo quimica com organosilanos por
deposicédo a vapor. Contendo um béquer de 50 mL contendo 2 mL de um dos silanos (podendo
ser de TEQS, TEVS, APTES, ou ainda GPTMS), e a amostra de celulose é suspensa sobre uma
rede metélica. Esse conjunto € posicionado dentro de um béquer de 250 mL, o qual é selado
com papel filme. Com o sistema montado, este € encaminhado a estufa por 48 horas e a 70 °C
para que ocorra o tratamento quimico do material, por meio do processo de deposicao a vapor.
As amostras obtidas foram identificadas de acordo com o silano utilizado, usando das
nomenclaturas: Celoranco para amostras contendo apenas celulose, Celaptes para amostras
silanizadas com APTES, Celtevs para amostras silanizadas com TEVS, Celcptms para amostras
silanizadas com GPTMS, e Celreos para amostras silanizadas com TEOS. A Figura 10
apresenta um fluxograma ilustrativo das principais etapas compreendidas na metodologia a ser

aplicada para desenvolvimento do aerogel.

Figura 10 - Principais etapas da metodologia para obtencao dos criogéis
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4.4 CARACTERIZAGAO DO CRIOGEL

4.4.1 Grau de polimerizagdo (GP)

ultrafreezer a -80 °C por 24 horas

@ Amostras sdo colocadas sob uma rede com
secagem um béquer contendo 2 mL do silano

an Secagem em liofilizador por 72
~ horas

Amostras permanecem em estufa por
48 horas a 70 °C em deposigdo a vapor
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O grau de polimerizacdo (GP) das fibras de celulose, antes e apds a desintegracdo

mecanica e secagem foi realizado pelo método da viscosidade, com o auxilio de um

viscosimetro Ubbelohde. Para a realizacdo do ensaio, 50 mg de celulose foram adicionadas a

50 mL de uma solucdo de etilenodiamina cuprica e agua (proporcao de 50:50). A mistura foi

agitada vigorosamente por 30 min a 23°C, em um recipiente fechado com minimo de espago

vazio (ar) para evitar processos de oxidacdo. Apos a celulose estar dissolvida no solvente, a

andlise do grau de polimerizacao foi mensurada pela Equacéo 1 (Karande et al., 2011).

GP = 2007mspec
c(1+0.2975pec)

Onde:
GP é o grau de polimerizag&o;
Nspec= (t/to/ _l;

1)
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Nspec € @ viscosidade especifica;

t/to é a viscosidade relativa;

c € a concentracdo de celulose no solvente em g/L;

to € o tempo requerido para o solvente ir da marcacdo superior a marcacdo inferior no
viscosimetro; t é o tempo requerido para a amostra (solucao) ir da marcagao superior 8 marcagao

inferior no viscosimetro.

4.4.2 Analise de difracdo de raios-x (DRX)

A andlise foi realizada utilizando um espectrofotémetro Shimadzu, modelo XRD-600,
a40kV e 30 mA, com radiagio CuKo, A=1,5406 A, e passo angular de 0,05° /2 s. As amostras
foram analisadas no intervalo angular de 3° a 40° (angulo de Bragg = 20). Para calcular o indice
de cristalinidade (IC) foi utilizado o método proposto por Segal, com base na Equacéo 2, este
método foi escolhido porque é comumente utilizado em estudos de celulose (Haafiz et al.,
2014).

I(200) -
|C:M)(100 (2)

I(200)

Em que,
1(200) é a intensidade do pico de difracdo no plano cristalino;

I(am) é o halo amorfo quando 26 é de aproximadamente 16°.

4.4.3 Porosidade e densidade

Os valores de densidade e porosidade foram determinados a partir da metodologia
aplicada por Sehaqui et al (2011). Em que a densidade dos aerogéis foram estimadas a partir da
divisdo do seu peso pelo seu volume, conforme a medicdo a ser realizada por paquimetro e

balanca de precisdo. Entdo, a porosidade foi calculada pela Equacéo 3, contendo a densidade

relativa (paerogel/pcelulose)-

Porosidade (%) = (1 — M) x 100 (3)

Pcelulose
Em que:
Paeroger = densidade do aerogel;

Peelulose= densidade da celulose.
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A densidade da celulose foi medida com o auxilio de um picnémetro a gas hélio modelo
AccuPyc 1340, Micromeritics, USA. Em que as medic¢des foram feitas em triplicata, com base
na massa em gramas de cada uma delas que foi inserida ao equipamento, e geraram a densidade

média da celulose.

4.4.4 Area superficial - BET

O ensaio para a avaliacdo da area e do volume superficial especifico e o consequente
tamanho de poros dos aerogéis foi realizado pela metodologia de Brunauer-Emmett-Teller
(SSA&eT). A partir da caracterizagdo pelo sistema de adsorgéo fisica de gases, neste caso foi
usado como adsorvato o gas N> a uma temperatura de 77 K. Anteriormente & insercdo da
amostra, é preciso que seja seca em estufa a vacuo em uma temperatura de 300 °C por um
periodo de 24 horas e apds mantidas em dessecador de silica por 4 horas (Choi et al., 2018).
Para se obter o valor do tamanho de poros, usou-se da Equacdo 4, para inicialmente determinar

0 volume de poros dos criogéis.

1 1
P T
@
Em que:

Vp = volume de poros

pa = densidade aparente;

pr= densidade real.

A partir do volume de poros, é possivel determinar o tamanho de poros com base na
Equacéo 5.

4V

SBET )
Em que:
@ = tamanho de poros;
Vp = volume de poros;

Sget = area superficial (BET).
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4.4.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise foi realizada em espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier com acessorio de refletancia total atenuada (ATR-FTIR, Tensor Il modelo, Bruker).
Com o intuito de determinar os grupos funcionais presentes nas amostras de criogéis de celulose
e dos criogeis de celulose silanizadas. Além disso, foram feitos FTIR de cada um dos
organosilanos usados para a deposicdo a vapor, para efeitos de comparagdo com os resultados

obtidos para as amostras, e permitir a identificacdo das bandas presentes.

4.4.6 Andlise térmica por termogravimetria (TGA)

A andlise de termogravimetria foi avaliada pela degradacdo ou perda de massa com
relacdo a temperatura exposta. As propriedades térmicas das amostras foram obtidas por meio
de um analisador de TGA (SDT-Q600, TA Instruments) com atmosfera de nitrogénio, a uma

taxa de aquecimento de 10°C/min e uma faixa de temperatura de 25-1000°C.

4.4.7 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia 6ptica (MO)

A andlise de caracterizacdo morfologica dos aerogéis, se deu com o microscépio éptico
(MO) modelo Axio Scope Al da marca ZEISS. E por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) modelo EVO MA10 da marca Zeiss. As amostras foram previamente revestidas com
~1-2 nm de espessura de ouro no equipamento de modelo Q156R-ES da marca Quorum. Em
gue por consequéncia da necessidade de interacdo do feixe eletrdbnico com a amostra, foi
realizada uma deposicdo de ions metalicos de ouro sobre estas, para torna-las condutoras, antes
do inicio da analise. Em seguida, a partir das imagens obtidas pelo MEV, o diametro das fibras

e o melhoramento da qualidade das imagens foram avaliados com o auxilio do software ImageJ.

4.4.8 Absorcéo de fluidos

A elaboracdo do fluido corporal simulado (SBF - simulated body fluid) foi realizada de
acordo com a ISO 23317. A preparagdo do fluido usou dos componentes: agua destilada, NaCl,
NaHCO3 KCI, KoHPO4.3H20, MgCl,.6H20, HCI (c=1 mol/L), CaCl;, Na,SO4 e TRIS. Em que
a composicéo foi preparada em um béquer de polietileno, a temperatura de 36,5 °C + 1,5°C,



32

controlando o pH da solugéo durante todo o processo em aproximadamente 7,4. Em seguida, o
SBF foi armazenado em geladeira, para que ocorresse a sequéncia do ensaio.

A capacidade de absorcao de fluidos por degradacdo e perda de massa nos aerogéis foi
quantificada por imersdo das amostras em um recipiente fechado a temperatura de 37°C, com
3 mL do liquido (fluido corporal simulado). Medindo-se o peso inicial e a area superficial
aparente das amostras empregadas. As medi¢cdes de perda de massa foram feitas nos periodos
de 7, 14, 21 e 28 dias, com trocas de fluidos feitas com um espacamento de 2 dias, em que 0
excesso de liquido na superficie foi cuidadosamente retirado com o auxilio de papel filtro antes
da pesagem. Por fim, o grau de absorc¢éo de fluidos pelos aerogéis deveréa ser calculado a partir
das massas iniciais e finais das amostras, como apresentado na Equacdo 6. Esta analise foi

realizada em triplicata (n=3) para o calculo de média e desvio padrao.

Mg—M,
Cabsorgﬁo = SMO : (6)

Em que:
s = massa final da amostra (mg);

Mo = massa inicial da amostra (mg).

4.4.9 Degradacao em fluido corporal simulado (SBF - simulated body fluid)

No ensaio de investigacdo do angulo de molhabilidade entre o liquido e a superficie dos
aerogeéis, é feito por meio de fotografias da superficie da amostra contendo uma gota,
posicionada com o auxilio de uma pipeta. Apos coletada as imagens, com o uso do software
Surftens, foi estimado o angulo de contato entre a superficie e a gota de agua. Com isso, sera
possivel prever se os fluidos poderdo molhar ou ndo a superficie do material, em que quando
obtido um angulo menor que 90°, se é considerado que a superficie ¢ molhada pelo liquido
(hidrofilica), enquanto que se 0s angulos forem maiores que 90°, a superficie sera caracterizada
como hidrofobica. Para a classificacdo do grau de molhabilidade entre o liquido e o aerogel,

serdo utilizados os valores de angulos de contato de liquidos com superficies sélidas.

4.4.10 Viabilidade celular
Os ensaios de viabilidade celular foram realizados por duas abordagens diferentes. Em
que a citotoxicidade avaliada com as células do tipo NiH3T3 foram feitas com os criogéis

desintegrados e transformados novamente em uma suspensao de 2 % em agua ultrapura tipo 1.
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E para as células MRC-5 e PC-12 os ensaios se deram nas proprias amostras de criogéis obtidas

na forma de discos, para testar a aplicacdo com scaffold para sustentacéo celular.

4.4.10.1 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR (NiH3T3 - fibroblastos murinos)

Para esse ensaio foi utilizada uma linhagem celular imortalizada de fibroblastos murinos
(NiH3T3). A escolha da linhagem celular NiH3T3, deve-se a sua ampla utilizacdo como
controle em estudos de citotoxicidade de diferentes compostos, garantindo a confiabilidade,
reprodutibilidade e a comparabilidade dos resultados obtidos (SCUSSEL, et al 2022). A
linhagem celular (NiH3T3) foi cultivada em garrafas de plastico de 25 cm? com meio
Dulbecco’'s Eagle Modificado (DMEM), suplementadas com 10 % de Soro Fetal Bovino,
Penicilina (100 unidades/mL) e Estreptomicina (100 mg/mL). Para o crescimento e adesédo
celular, as células foram mantidas em uma estufa umidificada, com atmosfera de 5 % de CO> a
37 °C. As trocas de meio foram realizadas em dias alternados, até se obter uma confluéncia de
células viaveis (80 %), para o desenvolvimento dos experimentos in vitro. Ao obter a
confluéncia necessaria, as células foram tripsinizadas com 4 mL de tripsina durante 5 min,
seguido da neutralizagdo da mesma com 4 mL de DMEM (De-Pieri et al., 2024).

Em seguida, foi realizada a contagem do numero total de células, na cAmara Neubauer
e realizada a diluicdo em meio DMEM na concentragdo de 10* células/pogo e plaqueadas em
uma placa de cultura de fundo plano de 96 pocos. As mesmas foram incubadas por 24 horas em
uma incubadora umidificada, com atmosfera de 5 % de CO; a 37 °C, a fim de proporcionar a
aderéncia das células na superficie da placa. Apds o periodo de aderéncia, as células foram
tratadas com as amostras dos criogéis de celulose silanizados (Celcptms; Celaptes; Celrevs €
Celreos) diluidas em DMEM em diferentes concentracdes (0,1; 0,5 e 1%) por 24, 48 e 72 horas.

A viabilidade celular foi avaliada por meio da reducdo do brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Quando reduzido, o MTT forma cristais de formazan,
um sal de coloracéo roxa e insoluvel em &gua. Esta reacdo de reducgéo ocorre nas mitocondrias
das células, resultando em uma correlagéo direta entre a producdo dos cristais de formazan e a
viabilidade celular (De-Pieri et al., 2024; Mosmann, 1983; Scussel et al., 2022). Para isso, ap0s
0s periodos de incubacdo (24, 48 e 72 horas) das células com as amostras de criogéis o
sobrenadante celular foi cuidadosamente retirado.

Em seguida, 100 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados a cada poco.
A placa foi entdo incubada por trés horas em uma estufa a 37 °C e 5% de CO_, permitindo a
formacéo dos cristais de formazan. Apos o periodo de incubacgéo, o sobrenadante celular foi

removido, e os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pL de alcool isopropilico. Por
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fim, a placa foi analisada em um leitor de placas por absorbancia, no comprimento de onda de
570 nm. A viabilidade celular foi apresentada em porcentagem de células viaveis € determinada
por meio da comparacéo dos resultados das absorbancias dos grupos testes (Celgprms; Celaptes;
Celrevs e Celteos), com as absorbancias do grupo Controle (100 % de células vivas), o qual foi
exposto apenas ao DMEM.

As analises de viabilidade celular para a célula NiH3T3 (fibroblastos murinos) foram
realizadas por meio da analise de variancia de two-way ANOVA. Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo, considerando os valores de p < 0,05 como estatisticamente
significativos. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes em dias
alternados, utilizando diferentes passagens celulares, garantindo a reprodutibilidade dos
resultados. Para a analise dos dados e a construcdo dos graficos, foi utilizado o software
GraphPad Prism, versdo 9.1.1. Enquanto que para as células MRC-5 e PC-12, a analise dos
resultados dos experimentos foram analisados utilizando o software Microsoft Office Excel e
expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Para a avaliacdo estatistica, foi
empregada Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste pos-hoc de Tukey
utilizando o programa estatistico SPSS (IBM SPSS Statistics 21; SPSS Inc, Chicago, EUA). O
valor minimo de “p” considerado como estatisticamente significante foi definido como inferior
a 0,05.

4.4.10.2 ANALISE DE VIABILIDADE LIVE/DEAD E ADESAO CELULAR (MRC-5 e PC-
12)

Para esta cultura celular, foram usadas células da linhagem MRC-5, fibroblastos
dipléides, e da linhagem celular PC-12, derivada de feocromocitoma. As células MRC-5 foram
cultivadas meio de cultura DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich)
de baixa glicose suplementado com 10% de soro bovino fetal (Laborclin), 2,5 g/L de acido 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanossulfénico (HEPES, Sigma-Aldrich), 3,7 g/L bicarbonato de
sodio (Neon), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (1% P/S, Sigma-Aldrich)
e 0 pH ajustado para 7,2. As células PC-12 foram mantidas em meio de cultura DMEM de alta
glicose suplementado com 10% de soro equino (Laborclin) e 5% de soro bovino fetal
(Laborclin), com as mesmas quantidades de HEPES, bicarbonato de sodio, P/S e pH descritos
anteriormente. As culturas permaneceram em incubadora umidificada com atmosfera contendo
5% de COz a 37°C.
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Os materiais foram esterilizados em autoclave e acondicionados em placas de cultura de
48 pocos (Kasvi). As culturas de células MRC-5 e PC-12 aderidas em garrafas de cultura e
foram submetidas a 0,5% tripsina/0,2% EDTA (Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato salino
(PBS), para descolamento do plastico. Foram adicionadas 60.000 células em 300 uL. de meio
de cultura em cada scaffold ou nos pocos de cultura, utilizados como controle. Apds cerca de
uma hora, cada poc¢o foi completado com 1 mL de meio de cultura e incubado por 24 horas para

realizacéo dos testes descritos a seguir.

Para visualizacdo da adesdo das células por microscopia de fluorescéncia, foi removido
0 meio de cultura e utilizado PBS para lavagem. Para o teste com dicloridrato de 4',6-diamidina-
2'-fenilindol (DAPI), as células aderidas foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 24h. Em
seguida, as amostras foram novamente lavadas com PBS, e os nucleos das células aderidas
foram corados com 50 pg/mL de DAPI dissolvido em PBS, seguido por uma nova lavagem
com PBS (Maurmann et al., 2017). As imagens foram obtidas no microscopio de fluorescéncia
(Leica Dmi8, Leica Microsystems) com magnificacdo de 100x.

As células vivas foram coradas com 10 pg/mL de diacetato de fluoresceina (FDA,
Sigma-Aldrich) e as células mortas com 5 pug/mL de iodeto de propidio (PI, Sigma-Aldrich)
dissolvidos em tampdao salino fosfato (PBS) por 7 min. Como controle de morte celular nesse
teste, foi utilizado etanol sobre as células cultivadas na placa de cultura. A viabilidade das
células foi quantificada por meio do ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium]) direto (n=6 em cada teste). Para os testes de MTT, foram utilizados
controle de morte celular 1% de Triton X-100 em &gua por 10 minutos (imediatamente antes
do MTT) sobre as células cultivadas diretamente nos po¢os da placa de cultura. Foi utilizado 1
mL por pogo de 0,25 mg/mL de MTT dissolvido em tampdo livre de célcio e magnésio (CMF).
Ap0s 3 horas a 37°C, foi retirado o MTT dos pogos e 0,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) foi
adicionado para que cristais de formazan fossem dissolvidos. Foram lidos 250 pL em
espectrofotdbmetro SpectraMax M5 (Molecular devices — Molecular devices®) em placa de 96
pocos e o resultado calculado pela diferenca de absorbancias nos comprimentos de onda de 570
e 630 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZAGAO DAS FIBRAS DA CELULOSE
5. 1.1 Grau de polimerizacéo (GP) da celulose

O grau de polimerizagdo das fibras de celulose antes e apds a moagem mecénica e
respectivos processos de secagem, esta apresentado na Tabela 1. O GP é definido como o
numero de unidades de repeticdo de unidades de glicose presentes na celulose. Com a moagem
mecanica, as amostras de celulose sdo submetidas ao corte e desintegragéo pelas forcas de atrito
com eventuais cisdes da cadeia do polimero, promovendo assim uma reducéo significativa no
GP. O grau de polimerizacao apresentou uma reducdo significativa para a celulose utilizada,

no qual é observado uma reducédo de aproximadamente 36% ap0s a moagem mecanica.

Tabela 1 - Grau de polimerizacéo das fibras de celulose antes e ap6s a moagem mecanica

Amostra Grau de polimerizagéo
Celulose 1230
Celulose microfibrilada 787

Fonte: Da autora (2025)

Segundo Karande et al. (2011), os parametros de producdo da celulose microfibrilada
tém influéncia significativa no grau de polimerizacdo. Durante o processo de desfibrilacdo, as
fibras séo submetidas a forcas de cisalhamento e friccdo que promovem a cisdo de cadeias e a
formacéo de fibras menores (fibrilacdo) que causam a reducdo do grau de polimerizacgéo.

5. 1. 2 Difracdo de Raios-X (DRX) da celulose

A Figura 11 apresenta os difratogramas de Raio X da celulose antes e ap0s 0 processo
de moagem. As amostras de celulose apresentaram dois picos caracteristicos em 20 ~ 15.2°,
22.9°. O pico a 20 = 15.2° reflete as contribuigdes dos picos sobrepostos 1-10 e 110 (14,8° e
16,7° respectivamente), € o pico a 20 =~ 22.9° ¢ decorrente do plano cristalino (200). Quanto a
fracdo cristalina, ha uma pequena reducdo dos valores de cristalinidade ap6s o desfibrilamento
mecanico das amostras. Em que os picos das amostras de celulose (a), foram mais intensos e
mais estreitos quando comparados a amostra celulose microfibrilada (b). O indice de
cristalinidade (IC), corresponde a porcentagem de celulose que esta organizada em intervalos
cristalinos, os valores de I1C obtidos indicaram 80,2% para a celulose e 69,3% para a celulose

microfibrilada.
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Figura 11 - Difratogramas obtidos por DRX da (a) celulose e da (b) celulose microfibrilada

Intensidade

Fonte: Da autora (2024)

Apdbs o processo de desfibrilamento no moinho, € observado uma reducédo do IC de
aproximadamente 11% das amostras de celulose para a microfibrilada, o que sugere um
aumento da fase amorfa nesta amostra. Essa reducdo da cristalinidade é decorrente da
desfibrilacdo mecanica promover uma reducao substancial do tamanho de particulas, destruindo
0s segmentos cristalinos da celulose, devido as forgas de cisalhamento impostas pelo método
de moagem (Karande et al., 2011).

A Figura 12 apresenta a micrografia obtida por MO da suspensédo de celulose (2 %).
Observa-se que as fibras de celulose em escala micrométrica e algumas “teias” formadas por
fibras menores (fribrilas).

Figura 12 - Suspensao de celulose observada em MO em a) e b) para dois pontos diferentes

Fonte: Da autora (2025)
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5.2 CARACTERIZAGAO DOS CRIOGEIS DE CELULOSE
5.2.1 Analise visual e morfologia da celulose microfibrilada

A Figura 13 apresenta a imagem fotogréaficas das amostras de criogel produzidas, com
e sem modificagdo quimica por silanos. As amostras foram produzidas no formato de “discos”
com um didmetro de 3 cm e uma espessura de 0,3 cm. N&o houve diferenca de aspecto visual

entre as amostras.

Figura 13 - Amostras de criogeis

Fonte: Da autora (2025)

5.2.2 Densidade aparente e porosidade

A Tabela 2, apresenta os valores da densidade aparente e porosidade dos criogéis de
celulose. A densidade aparente dos criogéis de celulose foi obtida pela relagdo massa (g) e
volume (cmd). A faixa de densidade aparente das amostras ficou entre 0,0156-0,0240 g/cm3.
Como o teor de solidos para todas as composi¢Oes manteve-se 0 mesmo (2% de celulose), ndo
foram observadas variagdes significativas entre as amostras produzidas. A amostra com maior
densidade aparente € a Celoranco. Era esperado que a adicao do silano ocasionasse o aumento da
densidade aparente, porém durante o processo de silanizacdo por deposicdo a vapor, ocorreu
uma expansdo do volume dos criogéis, 0 que impactou na diminui¢do da densidade aparente
dos mesmos. Dados da literatura trazem valores de densidades médias para criogéis de celulose
microfibrilada similares e proximas as encontradas nas amostras desenvolvidas neste trabalho
(Lazzari et al., 2017; Sehaqui; Zhou; Berglund, 2011). A média de porosidade dos aerogéis
ficou em 98,93%, similares aos valores reportados por outros autores com procedimentos
experimentais semelhantes (Lazzari et al., 2017; Mirtaghavi; Luo; Muthuraj, 2020). A faixa de

porosidade obtida para aerogéis de celulose na literatura indicam variacoes entre 98-99 %
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Tabela 2 - Densidade aparente e porosidade das amostras

Densidade criogel Porosidade
Amostra (g/cm?d) (%)
Celbranco 0,0240 + 0,0006 98,67610
Celaptes 0,0225 + 0,0008 98,75816
Celreos 0,0164 £ 0,0003 99,09132
CelepTms 0,0178 £ 0,0004 99,01922
Celtevs 0,0156 £ 0,0002 99,13818

Fonte: Da autora (2024)

A densidade real da celulose microfibrilada foi obtida por meio do uso do picnémetro
de densidade dos sélidos a gas. As medicdes foram feitas em triplicata pelo equipamento,
obtendo-se uma densidade real média da fracdo de solidos de 1,81 + 0,028 g/cm3. A densidade
real prevista na literatura para a celulose é de 1,5 g/cm3 (Wu et al., 2020). Com esse valor foi
possivel descobrir a porcentagem de porosidade do material. Os valores obtidos de densidade
real e densidade aparente do aerogel de celulose, permitiu estimar a porosidade deste material.

5.2.3 Ensaio de area superficial (Brunauer-Emmett-Teller - BET)

No ensaio de area superficial feito por Brunauer-Emmett-Teller, o valor médio obtido
foi de 25, 115 + 0,022 m#g. Entre as amostras de criogéis ndo foram observadas variacdes
significativas na analise de porosidade por BET. A éarea superficial por BET de aerogéis de
celulose variam de acordo com o método de secagem adotado, com o tipo de celulose usado
(fibras ou cristais), com a largura das fibrilas de celulose usadas e ainda com a concentracéao de
celulose usada (Mahfoudhi; Boufi, 2017). Ciftci et al., (2017), produziu aerogéis com 2 % de
celulose microfibrilada por dois métodos, por secagem supercritica com CO2, obtendo uma area
superficial especifica de 115 m2/g e por secagem em liofilizador obtendo 20 m2/g de area
superficial, sugerindo que esse valor é maior para secagem supercritica. O tamanho de poros
foi determinado pelas equacdes de volume e tamanho de poros, em que este foi de 8,18 um.

A Figura 14 apresenta o esquema de classificacdo do tamanho dos poros desenvolvido
em comparacdo com o esquema usado pela IUPAC (Everett, 1972). A classificacdo dos poros
de acordo com a IUPAC em materiais porosos, como 0s criogeés, € feita da seguinte forma -
microporoso: poros de até 2 nandmetros (hm) de largura; - mesoporoso: poros entre 2 e 50 nm

de largura; e macroporo: poros maiores que 50 nm. Os estudos de Mays, (2007) trouxeram uma
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nova escala, em que foi aplicada uma classificacdo de poros que considera nanoporos,
microporos e miliporos. E cada um deles apresenta uma categoria ainda menor de classificacdo
sub, inter e super.

O método de secagem por liofilizacdo € o principal responsavel pela formacéo da
estrutura hierdrquica de poros distribuidos, devido a sublimac&o dos cristais de gelo presentes
na amostra durante o processo de secagem, contendo poros que podem ser classificados tanto
como microporos, quanto algumas formacdes de meso e macroporos (Jiang et al., 2020). Com
base nas micrografias da Figura 16, e na classificacdo prevista por Mays, (2007) e IUPAC
(Everett, 1972), os criogéis produzidos podem ser classificados como microporosos. Com
subclassificacdo super-, para um tamanho de poros que esta na faixa entre 10-100 um.

Figura 144 - Esquema de classificacdo de tamanho de poros de Mays, (2007) e 0 esquema
usado pela IUPAC (1972)

CLASSIFICACAO DO TAMANHO DE POROS

Microporo  [Mesoporo |Macroporo Esquema [UPAC

2 nm 350 nm

Esquema de Mays

Nanoporo Microporo Miliporo

sub- inter- super- sub- | inter- | super- sub- inter- super-

0.1 nm I nm 10 nm 100 nm I pm 10 pm 100 pm I mm 10 mm 100 mm

Fonte: Adaptado de Everett, (1972) e Mays, (2007)

O tamanho de poros necessario para o crescimento celular pode variar com o tipo de
célula que se deseja cultivar. Como por exemplo, as células de fibroblastos, que apresentam
uma boa proliferacdo em uma faixa de 100-250 um (Choi et al., 2018). Ja no caso das células
neurais como a PC-12, o tamanho de poros ideal na faixa de 100 um (Bruzauskaité et al., 2016).
Sendo assim, a estimativa de faixa de poros para os scaffolds, se mantém na classificacdo de

materiais microporosos, tornando o criogel de celulose adequado para esta aplicacao.

5.2.4 Analise morfologica

A Figura 15 apresenta as micrografias obtidas por MEV dos criogéis de celulose com e

sem o tratamento quimico de silanizagdo. O ensaio de MEV foi realizado com o intuito de
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visualizar os criogéis e as fibras de celulose com detalhes. Comparativamente, ndo foram
registradas diferencgas perceptiveis e significativas entre as amostras analisadas. O didmetro da
fibra foi medido em triplicata com o auxilio do software ImageJ, atingindo uma faixa que varia

de 8-9 um e a sua estrutura tridimensional € composta por poros abertos e interconectados.

Figura 15 - Micrografias obtidas por MEV das amostras a) Celpranco; b) Celaptes; €) Celreos;
d) Celrevs e)Celcptms, com magnificagdo de 100 x.

Fonte: Da autora (2024)

A Figura 16 apresenta as micrografias obtidas por MEV em diferentes magnificagdes
de 50, 100, 1000 e 2500 x da amostra Celbranco. Observa-se a presenca de ndo apenas das
microfibras de celulose, como também de alguns pontos que se aproximam de uma
nanoestrutura da fibra. Entretanto, por conta da quantidade de microfibras se sobressair a
quantidade de nanofibras visiveis, a celulose se encaixa na classificacdo de celulose

microfibrilada. Segundo os estudos de Singh; Pahal; Ahuja, (2020), essa formacéo de rede
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emaranhada contendo tanto celulose micro- quanto nanofibriladas, torna o ambiente desejavel
na promoc¢do do crescimento e proliferacdo celular, por conta da formacdo de poros que

mimetizam o ambiente de formacéo de tecidos.

Figura 156 - Micrografias dos criogéis de celulose com resolucao de a) 500 um; b) 100 um; c)
20 um e d) 10 um

Fonte: Da autora (2024)

5. 2. 5 Termogravimetria (TGA)

A Figura 17(a) apresenta o termograma obtido por TGA e a Figura 17(b) a derivada da
termogravimetria (DTG) das amostras de celulose secas e silanizadas por deposicao a vapor. E
possivel observar os trés principais eventos da perda de massa da celulose. Na faixa de 25-
100°C, ocorre a perda da umidade, com a evaporacdo da agua presente na composi¢do do
criogel / celulose. No segundo evento tem a ocorréncia do maior percentual de perda de massa
para uma faixa de temperatura entre 230-390°C, evento que esta associado a reacdo de
despolimerizacdo da celulose. E por fim, o terceiro evento presente no termograma para

temperaturas acima de 390°C, compreende a decomposi¢do térmica da fracdo residual da
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celulose (De Rosa et al., 2011; Peng et al., 2013; Zanini, 2016). Quanto a DTG, observa-se que
0s eventos de maior intensidade de reagdo ocorrem nas temperaturas de 331 a 336 °C.

Figura 16 - Gréafico de termogravimetria com as curvas a) TG e b) DTG dos criogéis
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Fonte: Da autora (2025)

Para as amostras silanizadas com APTES, a perda de massa foi menor quando se
comparada as outras amostras em uma mesma faixa de temperatura. A funcionalizacdo com
esse silano levou a um leve aumento na estabilidade térmica, em seguida, o inicio dos processos
que levam a formacdo de produtos gasosos. Como o processo de despolimerizacdo e
desidratacdo comecam com os grupos hidroxilas da celulose, a silanizacdo com APTES resultou
num mascaramento dos grupos -OH, e a consequente transferéncia desses dois processos para
temperaturas ligeiramente mais altas (Isola et al., 2024; Khanjanzadeh et al., 2018). Na DTG,
0 pico para 0 APTES ocorre para uma temperatura maior quando comparada as outras amostras
(336 °C), porém sua curva de DTG corresponde a metade da intensidade das curvas formadas
pelas outras amostras. Este pico principal de degradacdo para a celulose modificada com o
silano APTES pode ser associado a decomposi¢do do grupo amino silano, que estaria sendo

enxertado da superficie das fibras nesta faixa de temperatura (Isola et al., 2024).

5.2.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 18 apresenta os espectros de FTIR dos criogéis de celulose com e sem o

processo de silanizacio, onde é destacada a regido de 750 a 550 cm™. Este recorte corresponde
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a regido na qual sdo observadas as bandas mais significativas para os silanos, conforme é
possivel observar na Figura 19. Todas as amostras analisadas apresentaram comportamentos
similares nos espectros de infravermelho, como é possivel observar nas bandas obtidas para o
intervalo de 400 a 4000 cm™. A amostras apresentaram bandas caracteristicas da celulose, como
em 1511 cm™ que corresponde a ligagdo C-O e indica a presenca de pequenas fragdes de lignina
na celulose (Xiao et al., 2015). Entre os comprimentos de onda mais caracteristica da celulose
de 3320-3340 cm™, é registrado o estiramento das ligacdes O-H presentes entre as fibras.
Enquanto que, na banda por volta de 2900 cm™, ocorre a detecgdo do estiramento das ligacdes
CH2 .CHs (Lee et al., 2014; Popescu et al., 2009).

A faixa correspondente a presenca dos agentes organosilanos, Si-O-C, ocorre
aproximadamente 1135 cm  é de dificil observagéo por conta da sobreposi¢do com as bandas

C-O-C da celulose (Jing et al., 2022).

Figura 17 - Grafico contendo as curvas de transmitancia obtidas
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Fonte: Da autora (2025)

Para efeitos de comparacdo, foi realizado um ensaio de FTIR dos silanos puros
(reagentes utilizados para fazer deposicdo a vapor nos criogéis). A Figura 19 apresenta 0s
espectros de FTIR dos silanos, em que os picos mais significativos para a identificacdo dos

diferentes silanos usados, esta presente na faixa destacada de 550-1000 cm . Para esta faixa
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em todos os silanos, as ligagdes Si-O-Si apresentam um alongamento assimétrico das suas
bandas, a variagdo dessas bandas entre um silano e outro, se da pelos diferentes grupos
funcionais.

Figura 18 - Espectros de FTIR dos reagentes a base de organosilanos utilizados no processo
de deposicgéo a vapor

APTES O,
JR O
o - / 3 \[\ A V) TN B A N |
< GPTMS "L A A
= / | b i \
~ o & 0 _oO. | | 1
9 o~ ||
Q
=1
<« = = —
z
2] TEOS o5
= e R
< o
= {
=~
e ) )\’\/ \A\/F\/—\Iw‘ ‘ “ ‘/,_,\\ ‘,’/v‘ \//' \/ \ ’f 7j\\ //77\/-\
=) \ \ / \
—TEVS o “ ( |f H \ / \ “1
\f \ / [
s \1Y N v
o
o \

I I I I I I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1000 800 600

Comprimento de onda (cm™)

Fonte: Da autora (2025)
Para o APTES, os picos de aproximadamente 900-1030 cm ! correspondem & banda

contendo o estiramento da ligacdo Si-O. E a presenca do grupo aminopropil do APTES esta na
regido espectral de 2800-3200 cm * (Chang et al., 2013; Majoul; Aouida; Bessais, 2015).
Quanto ao organosilano GPTMS, na banda de aproximadamente 750 cm 1, tem-se a presenca
do grupo Si-O-Si (Bahramnia et al., 2022). O TEOS tem todas as liga¢des do silicio associadas
a um oxigénio, fazendo com que sua banda mais significativa seja entre 750-1000 cm "* com
dois picos representando Si-O e o seu pico de maior transmitancia em = 1200 cm  (Butts et
al., 2020). E por fim, o organosilano TEVS, nos picos de 900-990 apresenta o grupo vinil, o
mais significativo para este reagente (Dhali et al., 2022).

5.2.7 Molhabilidade por angulo de contato

A Tabela 3 apresenta os valores para o angulo de contato dos criogéis de celulose, com

e sem tratamento quimico por organosilano. Observa-se que o ensaio de molhabilidade por
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angulo de contato demonstrou que apenas as amostras que passaram pelo tratamento com os
silanos APTES e TEVS, apresentaram comportamento classificado como hidrofobico. Esse
carater hidrofobico no caso do APTES esta relacionado com a presenca do grupo alquilas nas
cadeias das moléculas, que reduzem a presenca de grupos hidroxila na superficie, os quais sao
responsaveis pela formacéo das ligacdes com a &dgua (ligacdo entre grupos polares), e também
a reacdo dos grupos da superficie da celulose com as moléculas de silano do APTES (Fiorilli et
al., 2008). Enquanto que o TEVS possui 3 grupos etoxi que interagem com agua e com a
superficie da celulose por meio de ligacGes de hidrogénio, porém o grupo de polissiloxano
repele os grupos -OH da agua, quando aderidos a superficie da celulose. Responsavel pela
atribuicdo do comportamento hidrofébico das amostras revestidas por este silano (Dhali et al.,
2022).

Tabela 3 - Molhabilidade por angulo de contato das amostras

Amostra t=0 Angulo t=5min  Angulo

Celoraneo |

Cel pres  103°+0,17 100,6° + 1,3

Celrpys [P 100,8° £ 0,15 100,6° + 0,19
elrgos . ' -

- 0

Fonte: Da autora (2024).

O comportamento da molhabilidade que define a classificagdo da
hidrofobicidade/hidrofilicidade de amostras estd presente na Figura 20. As amostras de
Celbranco, Celteos e CelcpTms tiveram a absorcdo instantanea da gota de agua aplicada na
superficie, classificadas como hidrofilicas. De acordo com o esquema apresentado por Carneiro,
Ferreira e Houmard (2018), a definicdo de hidrofobicidade é dada quando o &ngulo de contato

de uma amostra permanece acima de 90° por um periodo de pelo menos 5 minutos. O processo
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de silanizac&o pela condensagdo dos organosilanos, formam uma ligagéo estavel entre o silano
e a microfibra de celulose, alterando suas propriedades de superficie, como a hidrofilicidade ou
hidrofobicidade, dependendo do tipo de silano utilizado. Os grupos silanol (Si-OH) formados
reagem com os grupos hidroxila (-OH) presentes na celulose, criando ligagdes covalentes entre
o silano e a superficie da fibra, formando pontes de siloxano (Si-O-Celulose) entre o silano e a
microfibra de celulose. A molhabilidade obtida para os criogéis silanizados com TEOS e
GPTMS, mesmo que com absor¢do instantanea durante os ensaios, as amostras absorveram
uma quantidade suficiente dos respectivos organosilanos na superficie que permitiu a realizacao
dos posteriores ensaios de viabilidade celular. Em que as amostras néo se desintegraram durante
a exposicao aos fluidos do ensaio (como acontece com a celulose sem tratamento), e também
ndo flutuaram sobre o fluido (como ocorre com as amostras silanizadas com TEVS e APTES),

tornando-as ideais para a aplicacdo neste aspecto.

Figura 19 - Esquema de classificagéo de hidrofobicidade conforme o angulo de contato
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Fonte: Carneiro, Ferreira, Houmard (2018)

5.2.8 Degradacgao em fluido corporal simulado (SBF - simulated body fluid)

O fluido corporal simulado, pode ser empregado para observar diferentes
comportamentos em biomateriais. O ensaio de absorcdo de fluido corporal simulado foi
realizado ao longo de 28 dias, contando com pesagens e trocas de fluido a cada 2 dias. A
absorcdo do fluido corporal simulado foi obtida a partir da realizacdo de pesagens nos periodos
de 7, 14, 21 e 28 dias, com essa massa, foi possivel calcular o percentual de perda de massa
nesse periodo, conforme apresentado na Figura 21. Na primeira pesagem, os scaffolds incharam
apo6s o contato com o SBF e o peso dos materiais aumentou significativamente. O inchaco
causou o enfraguecimento das paredes dos poros e o amolecimento dos criogéis. Ao final do
periodo do ensaio, as amostras se degradaram significativamente no fluido, com uma perda de

massa superior a 80 %. Além disso, os desvios padrdo obtidos para cada medicdo se
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mantiveram baixos, apenas na amostra Celgprms para o dia 14 tem-se um ganho de massa, e um
consequente desvio padrdo maior. Os estudos de He et al., (2018), trouxeram a avaliacdo da
perda de massa em SBF para scaffolds de colageno e hidroxiapatita com incorporacdo de
celulose microfibrilada, em que constatou-se que a taxa de degradacdo aumentava
significativamente com o aumento de celulose na composi¢do, com uma porcentagem de

degradacéo de 50-70 % para as 6 semanas avaliadas.

Figura 20 - Variacao da massa (%) dos criogeéis degradados em SBF
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Fonte: Da autora (2025)

Essa degradacdo € um indicativo da biocompatibilidade dos criogeéis de celulose com o
plasma sanguineo humano. Para scaffolds de matriz extracelular, este estudo prevé a
degradabilidade desse material quando em contato com fluidos para a cultura celular. Enquanto
para scaffolds construidos com o intuito de aplicar diretamente no organismo, como os estudos

de Horvat et al., (2024), permite prever a estabilidade deste dispositivo ao longo do tempo.
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5. 2. 9Viabilidade celular

5. 2. 9.1 Viabilidade celular com células NiH3T3

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT, apds as células (NiH3T3)
serem incubadas com as amostras de celulose (Celeptms; Celaptes; Celtevs e Celreos) por 24,
48 e 72 horas. Este ensaio de citotoxicidade, foi feito com os criogeis em pedacos e em
suspensdo com agua ultrapura tipo 1. Os resultados do ensaio de MTT sdo apresentados nas
Figuras 22, 23 e 24. Observa-se que todas as amostras de celulose testadas ndo apresentaram
citotoxicidade para a linhagem celular NiH3T3. Em todas as concentracBes e periodos de
incubacdo avaliados, as amostras mantiveram uma viabilidade celular superior a 80%. Esses
achados sugerem que as amostras de celulose sdo biocompativeis e ndo prejudicam a
sobrevivéncia celular sobre as condigdes experimentais utilizadas. A norma ISO 10993-5,
fornece diretrizes para a avaliagdo da citotoxicidade de materiais médicos em contato com
células vivas. De acordo com essa norma, um material é considerado citotdxico se provocar
uma reducdo na viabilidade celular maior que 70%. Este valor € um indicador significativo de
toxicidade, sinalizando que o material pode causar danos consideraveis as células.

No tempo de 24 horas de ensaio para uma concentracéo de 0,5 do meio preparado, houve
uma pequena reducdo abaixo da linha de 80 % de viabilidade. Em que por desvio padréo, as
amostras ainda estdo dentro desta margem de viabilidade, consequentemente, ndo apresentando
citotoxicidade. A viabilidade com células NiH3T3, ndo foi testada para a amostra nao

silanizada, Celpranco.

Figura 21 - Efeito das amostras de Celcprms; Celaptes; Celtevs e Celreos sobre a viabilidade
celular de células imortalizadas de fibroblastos murinos (NiH3T3) apds 24 horas de exposicao
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Os experimentos foram realizados em dias alternados e em triplicata. Dados expressos como média + desvio
padrdo, considerando p < 0,05 como significativo (two-way ANOVA).

Como ¢ possivel observar na Figura 23, no periodo de incubacao de 48 horas, todas as

amostras de criogéis em suspensdo mantiveram a sua percentagem de viabilidade celular em
80%, ou ainda acima desta quantia.

Figura 22 - Efeito das amostras de Celcprms; Celaptes; Celtevs e Celreos sobre a viabilidade
celular de células imortalizadas de fibroblastos murinos (NiH3T3) apds 48 horas de
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Os experimentos foram realizados em dias alternados e em triplicata. Dados expressos como média £ desvio
padréo, considerando p < 0,05 como significativo (two-way ANOVA).

Conforme ilustra a Figura 24 para as 72 horas, o Ultimo periodo avaliado, a viabilidade
celular permaneceu acima de 80 % para todas as amostras testadas e nas diferentes
concentragdes. Demonstrando que com o aumento do periodo de exposicdo dos criogéis as

células de analise, ndo houve reducdo do percentual de viabilidade celular, e as células puderam
se proliferar em contato com o material.



51

Figura 23 - Efeito das amostras de Celcprms; Celaptes; Celrevs e Celreos sobre a viabilidade
celular de células imortalizadas de fibroblastos murinos (NiH3T3) ap0s 72 horas de
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Os experimentos foram realizados em dias alternados e em triplicata. Dados expressos como média + desvio
padréo, considerando p < 0,05 como significativo (two-way ANOVA).

5.2.9. 2 Viabilidade celular para as células MRC-5 e PC-12

Os criogéis tratados com os silanos APTES e TEVS demonstraram maior
hidrofobicidade e devido a isto, 0 meio de cultura contendo as células ndo teve contato com o
material. Estas amostras permaneceram flutuando no liquido e as células se aderiram ao fundo
do poco, ndo sendo observadas células nesses grupos experimentais apos coloracédo fluorescente
nem efeito na viabilidade quantificada por MTT. A microscopia de fluorescéncia apds 24 horas
de adesdo dos materiais € apresentada na Figura 25 referente as células MRC-5. Nos pocos
controle é possivel visualizar muitas células vivas coradas por FDA (Fluoresceina diacetato) e
algumas mortas por IP (Iodeto de propidio); no grupo experimental de “Morte”, somente células
mortas coradas em vermelho sdo observadas. Células vivas podem ser detectadas marcadas de
verde e mortas em vermelho nos grupos Celpranco, Celcptms € Celreos. Os nucleos das células
aderidas nos diferentes grupos estudados séo visiveis em azul. Devido a tridimensionalidade
dos criogéis, é possivel observar um aspecto borrado nas imagens e as células parecem escassas
pois estdo dispersas em diferentes niveis. A hidrofilicidade da celulose microfibrilada promove
a adsorcdo das proteinas necessarias para o cultivo, e facilita a aderéncia das células, e a camada
superficial dos silanos GPTMS e TEOS que revestiu 0s criogéis manteve a estrutura intacta,

sem que se dissolvesse no meio durante o tempo necessario para o ensaio.
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Além disso, a boa viabilidade e aderéncia celular observada nos criogéis de celulose
pode ser atribuida a combinacdo da micro- e nanoestrutura que imitam a matriz extracelular e
criam pontos de fixacdo para as células, aumentando a aderéncia e a proliferacdo celular
(Ghafari et al., 2019). A Figura 25 apresenta imagens de microscopia de fluorescéncia dos
ensaios de adesdo de células MRC-5 24 horas ap6s a semeadura. As células foram submetidas
ao ensaio do tipo Live/dead com FDA (fluoresceina diacetato marcando células vivas em
verde), IP (iodeto de propidio corando as mortas em vermelho) e os nucleos das células corados
com DAPI (dicloridrato de 4’,6-diamidina-2’-fenilindol) em azul. Aumento de 100x, com barra
de escala de 100 um. O controle corresponde as células cultivadas diretamente nos pogos da
placa de cultura e controle de morte as células mortas com etanol.

Figura 24 - Imagens de microscopia de fluorescéncia para as células MRC-5
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Fonte: Da autora (2024)
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A Figura 26 apresenta os resultados da avaliagdo da viabilidade das células MRC-5
cultivadas por 1 dia diretamente nos materiais (MTT direto). Esse ensaio baseia-se na
capacidade das células metabolicamente ativas de converter o MTT em formazan, resultando

em uma leitura de absorbancia diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Para as
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células de MRC-5 os criogeis de GPTMS obtiveram maior absorbancia quando comparados as
outras amostras testadas.

Figura 25 - Viabilidade celular medida por absorbancia com células de MRC-5
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Referente as células PC-12, similarmente as MRC-5, devido a natureza 3D dos
scaffolds, as imagens de microscopia ficaram desfocadas. As imagens de microscopia de
fluorescéncia dos ensaios de adesdo de células PC-12 24 horas ap6s a semeadura, estdo
presentes na Figura 27. Assim como nas células MRC-5, as células de PC-12 também foram
submetidas ao ensaio do tipo Live/dead com FDA, IP e os nucleos das células corados com
DAPI em azul, para um aumento de 100x, com barra de escala de 100 um. E o controle
corresponde as células cultivadas diretamente nos po¢os da placa de cultura e controle de morte

as células mortas com etanol.



Figura 26 - Imagens de microscopia de fluorescéncia para as células PC-12
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apresentaram o0s maiores valores de absorbancia, significativamente diferentes do grupo
controle (células aderidas diretamente na placa de cultura), indicando um maior nimero de
células viaveis nessas condicOes. Estes resultados sugerem que esses tratamentos ndo foram
citotoxicos para as células PC-12, e promoveram sua viabilidade. Em contraste, 0s grupos placa
Celartes, Celtevs e morte apresentaram menores valores de absorbancia, com diferengas
estatisticamente significativas em relacdo aos grupos de maior viabilidade, indicando reducao
da viabilidade celular. E possivel observar que a viabilidade celular nos grupos experimentais
Celartes e Celrevs foi similar & da placa de cultura. Esses materiais provavelmente nédo
continham células devido a hidrofobicidade e a absorbancia detectada se refere as células
aderidas ao fundo do poco, resultado que indica que os materiais ndo liberam compostos toxicos
que poderiam matar as células. O controle de morte (Triton) apresentou citotoxicidade, com
reducdo da absorbancia maior do que 70%, tendo viabilidade celular de 2%. Na Figura 28, é
possivel verificar o ensaio de viabilidade (MTT) direto de PC-12 apos 24 horas. “Placa”

corresponde as células cultivadas diretamente nas placas de cultura e morte representa controle
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de morte (células tratadas com 1% de Triton X-100 por 10 minutos imediatamente antes do

MTT). Dados expressos em média e erro padrdo médio.

As amostras de Celpranco, Celcrrms & Celreos além de nédo apresentarem citotoxicidade,
exibiram aderéncia celular, tornando viavel o crescimento e a proliferacdo de células nestes
scaffolds. A viabilidade celular medida por absorbancia para as células de PC-12 com analise
de 24 horas esta presente na Figura 28. A boa viabilidade e aderéncia celular é novamente
observada, para as células PC-12, com uma absorbancia ligeiramente maior (acima de 0,4 para
a amostra Celcptms) que a encontrada com a MRC-5.

Figura 27 - Viabilidade celular de células PC-12 apds 24 horas de exposi¢ao
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Alguns estudos foram feitos para avaliar a viabilidade celular da celulose microfibrilada
para cultura celular. Alexandrescu et al., (2013), testou a citotoxicidade com células de
fibroblastos da linhagem 3T3-L1, a celulose com secagem por liofilizacdo e com ou sem
funcionalizagdo por TEMPO (radical 1-oxi de 2,2,6,6-tetrametilpiperidina). Seus resultados
apontaram que a membrana celular, a atividade mitocondrial e a proliferacdo de DNA

permaneceram inalteradas durante os testes, que envolveram contato direto e indireto entre a
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celulose e as células 3T3. Resultado similar ao encontrado com a celulose microfibrilada com
e sem revestimento com organosilanos.

Tendo em vista que um scaffold ideal deve proporcionar a adesao das células, permitir
a propagacdo ou migracdo e produzir uma matriz extracelular semelhante a sua condicdo nativa
(Badekila; Kini; Jaiswal, 2021). Os criogéis de celulose obtidos tiveram a propagacdo celular
constatada pelos valores de absorbancia obtidas nas amostras de Celpranco, Celerrms € Celreos.
Permitiram a fixacdo celular, conforme o ensaio de DAPI, em que os nucleos das células
coradas em azul se destacaram na microscopia de fluorescéncia. E a sua matriz de teias fibrosas
com microporos garantiu a semelhanca com a condicao nativa necesséaria para as células.

Apesar da possivel variabilidade na composicdo, os scaffolds organicos de origem
natural (como o alginato, a quitosana, o colageno, e a celulose) favorecem pelas suas estruturas
que podem imitar o tecido original, auxiliando na sua fixacao e na sua biocompatibilidade. Os
resultados obtidos para os scaffolds com base em criogéis de celulose estdo proximos ou iguais
aos obtidos para outros biomateriais naturais (Courtenay et al., 2017).

A substitui¢do dos modelos tradicionais de cultivo celular, por cultura celular 3D, como
o modelo dos criogéis de celulose, € viavel e traz diversas vantagens. Permitindo a proliferacédo
e formacdo de tecidos em ambientes favoraveis e adaptaveis para a necessidade dos diferentes
tipos de células. Além disso, a maior representacdo fisioldgica, € uma maior interagdo entre as
células, evita a monocultura (crescimento desordenado e de pouca interagdo), comum aos
modelos de placa de poliestireno. A arquitetura celular mais realista perante o organismo, se
destaca quando comparada aos modelos in vivo, podendo entdo vir a substituir os testes em
animais. Os criogéis de celulose silanizados, podem ter sua estrutura e os seus tamanhos de
poros adaptados de acordo com a célula cultivada, contando com uma boa compatibilidade com
as células, estes também oferecem vantagens econémicas, por ser uma matéria prima renovavel

e abundante.
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6. CONCLUSAO

A celulose produzida por desfibrilagdo mecénica foi adequada para a construcdo dos
scaffolds. Em que a celulose, apresentou uma reducdo de 36 % no seu grau de polimerizagéo
(GP) e uma reducdo no indice de cristalinidade (IC), de aproximadamente 10,9 % ap0s o
processamento mecanico. O criogel de celulose microfibrilada seco em liofilizador e silanizado
por deposicao a vapor para cultura celular, foi obtido de maneira efetiva. A analise morfologica
indicou a presenga em destaque de microfibras de celulose, com a formagéo de algumas teias
de nanocelulose.

A porosidade dos criogéis permaneceu na faixa de 98-99 %, caracteristico para este
material. A porosidade do material, permitiu a realizacao de ensaios que viabilizam o possivel
uso do mesmo como scaffold para crescimento e proliferacdo em matriz extracelular. A
viabilidade celular do material se manteve acima de 80 % em todas as amostras testadas, para
0 ensaio realizado nas amostras em suspensao. Enquanto que para os criogéis estruturados na
forma de discos, a hidrofobicidade dos materiais silanizados com APTES e TEVS ndo permitiu
o cultivo das células, ja que estas ndo conseguiram aderir ao material para poder se desenvolver,
e se depositaram no ao fundo dos pocos testados. Essa hidrofobicidade foi confirmada também,
no ensaio de molhabilidade por angulo de contato, em que as amostras contendo APTES e
TEVS formaram angulos os quais indicavam hidrofobicidade (acima de 90 °).

Com isso é possivel afirmar que os melhores scaffolds obtidos foram aqueles contendo
os silanos TEOS e GPTMS. Em que a boa viabilidade celular é atribuida a estrutura micro e
nano da celulose que criam pontos de fixagdo adequados para a aderéncia e a proliferacéo
celular. Assim, os criogéis de celulose silanizados tém potencial para atuar como matriz
extracelular para o cultivo de diferentes tipos de células e formacéo de tecidos, substituindo a
cultura tradicional de células animais em 2D que implementa frascos de poliestireno, e também
0 uso de sistemas animais completos. Contudo, é necessario a realizacao de mais testes in vitro

por periodos de tempo superiores e que constatem a formacédo de tecidos nessa matriz.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Uso de outros tipos de celulose, como a celulose bacteriana e a microcristalina para a

construcdo dos scaffolds;

Realizacdo de outros tipos de secagem, por secador supercritico ou ainda por

evaporacdo lenta de solventes a temperatura controlada;

Outros ensaios in vitro que atestem o comportamento do criogel de celulose como

scaffolds para cultivo em matrix extracelular;

Teste de acompanhamento da formacao de novos tecidos sobre os scaffolds produzidos,

por um periodo de tempo superior a 24 horas;
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