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CHARACTERIZATION AND IN VITRO EVALUATION OF POLY (L-LACTIC ACID) AND PURIFIED MULTIWALLED 
CARBON NANOTUBES NANOCOMPOSITES. Carbon nanotubes (CNT) have been studied for biomedical applications due to 
their unique properties. However, pristine CNT have structural features and impurities that can cause toxicity to biological systems. 
In this work, we describe a method to purify multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) by chemical modification and subsequent 
attachment of hydroxyl and carboxyl groups to improve dispersion and to decrease toxic effects. Nanocomposites from poly (L-lactic 
acid) (PLLA) and nanotubes were produced by the solvent casting method and characterized and evaluated for cytocompatibility with 
Vero cells. The nanocomposite interactions with Vero cells demonstrated that the cells were able to adhere and sustain proliferation 
and showed favorable cytocompatibility. In vitro studies also revealed an increase in fibroblast cell viability in the nanocomposites, 
compared with neat PLLA.

Keywords: carbon nanotubes; nanocomposites; PLLA; cytocompatibility, toxicity.

INTRODUÇÃO

Nanocompósitos poliméricos são materiais promissores para 
aplicações na área biomédica. São formados por um nanomaterial 
disperso em uma matriz polimérica e podem unir as propriedades 
dos dois componentes resultando em um material com propriedades 
mecânicas e funcionais superiores. 

Os nanomateriais apresentam uma grande área superficial, resul-
tando em um volume maior de interface no nanocompósito quando 
comparado aos compósitos tradicionais, pois a interface de um 
compósito é que controla o grau de interação entre os componentes 
e também controla as propriedades finais do material.1 

Os nanotubos de carbono (NTC) são nanomateriais muito pes-
quisados para aplicações em várias áreas, incluindo a área biomédica. 
Eles são formados por arranjos hexagonais de carbono que originam 
pequenos cilindros. Geralmente possuem uma faixa de diâmetros de 
poucos angstroms a dezenas de nanômetros e podem ter comprimento 
em centímetros.2 

 Os NTC podem ser divididos em nanotubos de carbono de parede 
simples (NTCPS), que são descritos como uma única folha de grafeno 
enrolada sobre si mesma formando um tubo cilíndrico e nanotubos 
de carbono de paredes múltiplas (NTCPM), que consiste em duas ou 
mais camadas cilíndricas concêntricas de folhas de grafeno arranjadas 
coaxialmente ao redor de um canal central3 Os NTC se aglomeram 
devido às forças de Van der Walls entre os nanotubos, tornando-os 
extremamente difíceis de dispersar em meio aquoso, solventes orgâ-
nicos e em matrizes poliméricas. A funcionalização dos NTC é uma 
forma efetiva de prevenir a agregação dos nanotubos, melhorando a 
dispersão e a estabilização dos NTC na matriz polimérica,4 além de 
reforçar a transferência de carga na interface matriz polimérica/NTC.

Grupos funcionais contendo oxigênio (e.g. –COOH, –OH, =O, 

etc) são gerados na superfície dos NTC durante processos de oxida-
ção utilizando ácidos inorgânicos (e.g. ácido sulfúrico, ácido nítrico, 
peróxido de hidrogênio e mistura destes ácidos).5,6 Estes grupos 
favorecem a dispersão dos nanotubos em meio aquoso, solventes 
e interação com polímeros. Adicionalmente, tratamentos químicos 
de nanotubos com ácidos inorgânicos favorecem a eliminação de 
resíduos metálicos (catalisadores), aumentando, assim, a pureza dos 
NTC. Todavia, resíduos carbonáceos (oxidation debris) podem ser 
gerados durante estes tratamentos oxidativos como consequência da 
degradação dos nanotubos.7 

Os NTC podem ser materiais ideais para o desenvolvimento 
de novos biomateriais e geram expectativas pela introdução como 
reforço em arcabouços para engenharia tecidual. Um grande número 
de investigações tem sido conduzido sobre os NTC para produção 
de nanocompósitos, sendo avaliado diferentes concentrações de 
nanotubos, métodos de purificação e funcionalização e interações 
com vários tipos de células. Os resultados relatados na literatura 
apresentam grandes divergências em suas conclusões, enfatizando, 
em muitos casos, o efeito positivo da funcionalização dos NTC que 
induz uma adequada dispersão no ambiente biológico.8-12 

As características dos NTC, como alta resistência mecânica e 
condutividade elétrica, fazem com que os nanocompósitos adquiram 
novas propriedades que podem ser aplicadas em engenharia tecidual, 
sensores, liberação controlada de fármacos, medicina regenerativa e 
dispositivos como pinos e parafusos em próteses.13-16 

O poli (L-ácido lático) (PLLA) é um polímero biorreabsorví-
vel, pertence à classe dos poliésteres alifáticos e sofre degradação 
hidrolítica via mecanismo de erosão em massa pela cisão aleatória 
das ligações éster. Degrada-se em ácido lático no corpo humano, 
produzindo água e dióxido de carbono via ciclo do ácido cítrico.17,18 

É considerado um biomaterial para aplicações de suporte de carga, 
como dispositivo de fixação ortopédica e também em aplicações para 
suturas e em reparo de menisco.19 
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O PLLA, devido ao seu caráter hidrofóbico, possui um tempo 
longo de degradação, acima de 24 meses,19 entretanto, apresenta uma 
perda acentuada de propriedades mecânicas nas primeiras semanas de 
degradação.20 Por essa razão, a presença de um nanomaterial como 
reforço pode manter a integridade mecânica do polímero por mais 
tempo durante o processo de degradação e reabsorção. 

O objetivo deste trabalho foi a funcionalização e purificação dos 
nanotubos de carbono de paredes múltiplas (NTCPM) e posterior 
preparo de nanocompósitos de matriz de PLLA contendo NTCPM 
funcionalizados e purificados. Os nanocompósitos foram caracteri-
zados e foram realizados testes biológicos de adesão e crescimento 
celular para avaliar a biocompatibilidade dos nanocompósitos e a 
eficiência do processo de purificação e funcionalização dos NTCPM. 

PARTE EXPERIMENTAL

Purificação dos nanotubos de carbono de paredes múltiplas

Para esse trabalho foram utilizados nanotubos de carbono de 
parede múltiplas sintetizados pelo método de CVD e adquiridos 
comercialmente da empresa CNT Co. Ltd (Incheon, Coréia). 

Os NTCPM foram submetidos a três tratamentos químicos 
visando sua purificação e funcionalização, de acordo com experi-
ência prévia dos trabalhos realizados no Laboratório de Química do 
Estado Sólido (LQES) do Instituto de Química da UNICAMP.7,21 
Inicialmente, 1,0 g dos nanotubos foram dispersos em uma so-
lução de HNO3 9 mol L-1 (200 mL) por 5 minutos em banho de 
ultrassom (Cole-Parmer 8891), e então colocados sob agitação e 
refluxo convencional por 3 horas a 150 °C. Após o resfriamento, 
os nanotubos oxidados foram lavados com água deionizada até pH 
6,0, utilizando sistema de microfiltração da Millipore® (membrana 
de PTFE 0,2 µm). 

Em seguida, os nanotubos oxidados foram submetidos ao trata-
mento com 200 mL de NaOH 0,1 mol L-1 (15 minutos em ultrassom 
de banho, seguido de 1 hora sob agitação magnética em temperatura 
ambiente) para remoção dos fragmentos de carbono carboxilados 
(oxidation debris). Após este tratamento com NaOH os nanotubos 
foram separados desta solução por meio de microfiltração e lavados 
com água deionizada até pH 6,0. Finalmente, os nanotubos foram 
submetidos ao tratamento com 200 mL de HCl 5 mol L-1 por 6 horas 
a 110 °C sob agitação e refluxo convencional. Após o resfriamento, os 
nanotubos modificados (funcionalizados e purificados) foram lavados 
com água deionizada até pH 6,0, utilizando sistema de microfiltração, 
secos, utilizando sistema de vácuo, e armazenados em dessecadores 
em temperatura ambiente. Esta amostra foi denominada p-NTCPM 
(nanotubos de carbono paredes múltiplas purificados).

Caracterização dos Nanotubos de Carbono de Paredes Múltiplas 
Purificados (p-NTCPM)

Os p-NTCPM foram caracterizados utilizando as técnicas de 
microscopia eletrônica de transmissão (MET), Libra-120, Carl 
Zeiss e microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo 
(FEG-MEV), Quanta 650, FEI. A área superficial dos p-NTCPM 
foi determinada por isotermas de adsorção de N2 pelo método 
BET no equipamento ASAP 2010 da Micromeritics Instruments. 
Análise de carga superficial (potencial-zeta) foi determinada utili-
zando o equipamento Zetasizer nano-ZS da Malvern Instruments. 
A temperatura de decomposição dos p-NTCPM foi determinada 
por análise termogravimétrica (TGA) em atmosfera de ar sintético 
com o equipamento STD600 da TA Instruments. Análise elementar 
qualitativa foi realizada utilizando a técnica de espectroscopia por 
energia dispersiva de raios-X (EDS) no MEV 660-LV da JEOL. O 
teor de resíduos metálicos final na amostra p-NTCPM foi estimado 

utilizando microbalança analítica AD-6 da Perkin-Elmer. Os gru-
pamentos oxigenados superficiais foram quantificados por meio de 
espectroscopia de fóton elétrons excitados por raios-X (XPS) no 
equipamento K-alpha da Thermo. Para avaliação do comprimen-
to, os p-NTCPM foram dispersos em água deionizada em banho 
ultrasom por 5 minutos (Cole-Parmer 8891). Foram retirados 100 
µL dessa dispersão e adicionado 900 µL de álcool isopropílico e 
novamente dispersos por 5 minutos em banho ultrasom. A partir 
dessa dispersão, foi retirada uma alíquota de 2 µL e colocados sobre 
uma superfície silício. Os p-NTCPM foram observados por MEV 
(EVO MA15 - Zeiss). Foram realizadas 100 medidas aleatórias de 
diferentes nanotubos utilizando-se programa de análise de imagens 
Olympius Scandium para determinação do comprimento. 

Preparo das membranas de nanocompósitos poliméricos

Os nanocompósitos foram obtidos pelo método de evaporação de 
solvente à temperatura de 25 °C nas concentrações de 0,25 e 0,5% 
de p-NTCPM. 

O PLLA utilizado nesse trabalho foi sintetizado a partir da reação 
do diéster cíclico do L-ácido lático e foi conduzida pela polimerização 
em massa, utilizando como catalisador o 2-etil-hexanoato de estanho, 
conhecido como Sn(Oct)2. O PLLA apresentou massa molar média 
(Mw) de 150.000 g mol-1.17 

Para a obtenção dos nanocompósitos, o PLLA foi dissolvido 
em clorofórmio (Merck, Alemanha) na concentração de 5% (m/v) e 
mantido em agitação por 2 horas para dissolução completa do polí-
mero. Paralelamente foram preparadas soluções nas concentrações 
de 0,25 e 0,5% de p-NTCPM em clorofórmio. Essas soluções foram 
colocadas em ultrassom de ponta Hielscher UPS 200S para disper-
são dos p-NTCPM. A solução dispersa de p-NTCPM foi misturada 
à solução de PLLA dissolvida e colocada em agitador magnético 
para homogeneização. A solução polímero/p-NTCPM foi vertida 
em molde de vidro dentro de uma cuba de vidro para evaporação 
do solvente e obtenção das membranas. Para comparação foram 
preparadas membranas de PLLA sem p-NTCPM.

Caracterização dos nanocompósitos PLLA/p-NTCPM
A morfologia da superfície de fratura do PLLA e nanocompósitos 

foi analisada em um microscópio eletrônico de varredura (MEV) 
Zeiss, modelo EVO MA15 em 10 kV. As fraturas dos polímeros foram 
obtidas após congelamento em nitrogênio líquido.

A análise de Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) foi 
realizada em um equipamento marca Netzsch, modelo DSC 200 
F3 Maia. As amostras foram submetidas a um aquecimento de 25 a 
200 °C e mantidas por 5 minutos nessa temperatura. Posteriormente 
foi realizado um resfriamento até -20 °C, temperatura mantida por 
5 minutos, e aquecimento até 200 °C. Todos os seguimentos foram 
realizados com taxa de 10 °C min-1. 

Ensaios in vitro de adesão e proliferação celular
Para o estudo in vitro foi realizada cultura de células Vero prove-

nientes do rim de Macaco Verde africano (Cercopithecus aethiops), 
obtidas no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, Brasil.

Estas células consistem em uma linhagem celular padrão de 
fibroblastos usada em um amplo espectro de investigação industriais 
e aplicações biomédicas para estudo de funções celulares básicas 
importantes, recomendadas para estudos de citotoxicidade e para 
interações célula-substrato com biomateriais.22-25 

Em todos os ensaios as amostras foram pré-incubadas a 37 °C e 
5% de CO2 por 24 horas, conforme ISO 10993-5 (1992),23 recebendo 
100 μL de Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) sem soro 
fetal bovino (SFB).
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Para o ensaio de adesão celular foi utilizado uma modificação do 
método descrito por Mosmann.25 As membranas foram colocadas no 
fundo de placas de cultura com 96 poços (TPP®). Em conjunto com 
as membranas, a própria placa de polipropileno foi utilizada como 
controle positivo e fenol (1%) como controle negativo (n = 6). Os 
poços foram semeados com aproximadamente 105 células mL-1 em 
meio DMEM com 10% de SFB. A placa foi incubada por 24 horas 
em estufa de CO2 a 37 °C. Após a incubação, o meio foi retirado 
e os poços lavados rapidamente com o mesmo meio. Posterior a 
lavagem, adicionou-se a cada poço 100 μL de meio fresco sem SFB 
e 50 μL de meio contendo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 
difenil tetrazolium MTT (5 mg mL-1), seguindo-se um período de 
incubação de 4 horas a 37 ºC no escuro. Após esse tempo, os 150 μL 
contendo MTT foram substituídos por uma solução de 100 μL de 
dimetilsulfóxido (DMSO). Em seguida, 100 μL das soluções contidas 
nos poços foram transferidas para uma nova placa e a absorbância 
do MTT foi lida em leitor de microplacas BioTek®, Elx 800, USA, 
com emprego de comprimento de onda de 570 nm. Foram realizadas 
análises estatísticas ANOVA e teste de Tukey (p<0,01).

As mitocôndrias de células vivas, por meio da enzima succinato 
de hidrogenase, são capazes de reduzir a substância amarelada solúvel 
em água MTT convertendo-a em um composto insolúvel em água, 
o formazan, o qual é solubilizado pelo DMSO. A quantidade de 
formazan produzida, medida por espectrofotometria, é diretamente 
proporcional à atividade metabólica e ao número de células vivas.

Para o estudo de proliferação celular foi utilizado um kit de 
quantificação de dsDNA PicoGreen (Molecular Probes®, Eugene, 
OR) para mensurar o montante de dsDNA presente nos lisados celu-
lares depois de 48 horas, 5 e 10 dias de cultivo sobre as membranas 
de PLLA e nanocompósitos. Uma densidade de aproximadamente 
105 células mL-1 foi diretamente semeada sobre as membranas 
(n=6), contendo o meio de cultura DMEM, suplementado com 
10% SFB. As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera satu-
rada de vapor d’água e 5% de CO2. Após 48 horas, 5 e 10 dias, as 
amostras foram lavadas com tampão PBS (3x) e congeladas em 150 
µL de Tampão TE (200 mmol L-1 Tris-HCl, 20 mmol L-1 EDTA). As 
amostras foram congeladas a -20 °C e descongeladas a 37 °C em 
três ciclos de 20 minutos, e submetidas a ultrassom por 5 minutos 
cada. Posteriormente, 100 µL da solução de PicoGreen foram adicio-
nados a 100 µL de cada amostra e foram aguardados 5 minutos para 
a leitura. A fluorescência foi medida em um espectrofluorímetro de 
microplacas (LS 55, Perking Elmer®) com comprimentos de onda 
de emissão e excitação de 480 e 520 nm respectivamente.

Para a determinação do número de células uma curva de calibra-
ção foi calculada a partir de cinco pontos contendo concentrações 
conhecidas de DNA padrão, por meio da equação: y = 0,1231x 
+ 2,3977, conforme recomendado pelo protocolo do fabricante 
(Invitrogen®) (Figura 1S – material suplementar). 

A partir da curva de calibração (R² = 0,99982), a fluorescência 
encontrada e representativa da concentração de DNA celular total dos 
poços de cultivo foi convertida em concentração celular e expressa em 
número de células. Esta foi calculada assumindo-se a concentração 
DNA/células igual 7,7 pg.26

As médias dos valores das concentrações celulares presente nas 
membranas foram submetidas à análise de variância e teste de Turkey 
com nível de significância de p<0,01.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Caracterização dos nanotubos de carbono de paredes múlti-
plos purificados (p-NTCPM)

O desenvolvimento de uma integrada caracterização físico-química 

de nanotubos de carbono (e.g. tamanho e morfologia, pureza, carga 
superficial, área superficial, etc) é fundamental para avaliação da to-
xicidade e suas aplicações biomédicas.27 Nesse sentido, os principais 
resultados obtidos na caracterização físico-química do p-NTCPM 
utilizado neste trabalho estão apresentados na Tabela 1. 

Os gráficos relativos à análise de TGA podem ser visualizados 
no material suplementar (Figuras 2SA e 2SB). As Figuras 1 e 2 
são imagens de microscopia eletrônica de varredura (FEG-MEV) e 
microscopia eletrônica de transmissão (MET) que foram realizadas 
para estimar a morfologia e distribuição de diâmetro dos p-NTCPM, 
respectivamente. 

A composição química da superfície do p-NTCPM foi investigada 
por meio de análises de espectroscopia XPS, nas quais o espectro 
survey dos nanotubos exibiu linhas em energias de ligação 285,1 e 
533,2 eV, as quais correspondem aos picos C1s e O1s, respectiva-
mente (Figura 3A).

O espectro de alta resolução C1s dos p-NTCPM mostra a presença 
dos diferentes grupos funcionais. A deconvolução espectral do sinal 
C1s (Figura 3B) indica cinco picos correspondentes às ligações C-C 
(C sp2 e Csp3, 285,5 eV), C-O (grupos hidroxila, 285,4 eV), C=O 
(grupos carbonílicos, 286,8 eV), O-C=O (grupos carboxílicos, 288,7 

Tabela 1. Caracterização físico-química dos p-NTCPM

Propriedades p-NTCPM

Diâmetro (nm) 10 - 40

Comprimento (µm) < 6,0

Área Superficial (m2 g-1) 246

Potencial Zeta (mV) - 36 ± 8,0

Temperatura de Decomposição (°C) 596

Análise Elementar Qualitativa C, O, Fe

Resíduo Metálico [óxido de ferro] (%) < 2,0

Figura 1. Imagens de microscopia eletrônica de varredura (FEG-MEV) dos 
p-NTCPM

Figura 2. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) dos 
p-NTCPM
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eV) e pico satélite π-π* (shake up, 291,1 eV). A composição química 
dos NTC, em termos de porcentagens atômicas, está representada 
quantitativamente na Tabela 2.

A purificação é uma etapa importante e deve ser aplicada antes 
da utilização dos NTC em dispositivos biomédicos e implantes.28 
Os contaminantes metálicos (Fe, Y, Ni, Mo, Co) remanescentes do 
processo de obtenção dos NTC são um dos principais fatores de 
toxicidade, pois, em ambientes biológicos, in vitro ou in vivo, as 
impurezas metálicas podem ser liberadas da estrutura dos NTC e 
acentuar os possíveis efeitos tóxicos.29,30 O processo de purifica-
ção e funcionalização, além da eliminação de contaminantes, tem 
como propósito aumentar a dispersão dos NTC em meio biológico, 
reduzindo a toxicidade, porém, a literatura estabelece que nem 
todo método de funcionalização é apropriado para tratamento 
de nanoestruturas de carbono para ser utilizado em aplicações 
biomédicas.28,31-33

O processo de purificação utilizado nesse trabalho alcançou um 
bom resultado, com índice abaixo de 2,0% de resíduos metálicos, 
sendo que o único resíduo metálico encontrado foi o ferro. Os NTC 
apresentavam, antes do processo de purificação, concentração de 
resíduo metálico em torno de 3,5%, que estão descritos no trabalho 
de Andrade e colaboradores.7

Muitos trabalhos publicados na literatura utilizaram NTC com 
maior porcentagem de contaminantes. Armentano e colaboradores 
desenvolveram nanocompósitos de PLLA e NTCPS não funciona-
lizados e funcionalizados (5-8% de impurezas metálicas, diâmetro 
4-5 nm e comprimento 0,5-1,5 μm). Os resultados indicaram 
melhor adesão de células osteoblásticas nos nanocompósitos com 
NTCPS funcionalizados, indicando boa compatibilidade.34 Lizundia 
et al. estudou o comportamento de células tronco mesenquimais 
em nanocompósitos com NTCPM não purificados (10% de con-
taminantes baseados em óxidos de alumínio e de ferro, diâmetro 
de 15 a 30 nm e comprimento entre 270 a 460 nm). Os ensaios 
de viabilidade e diferenciação celular apresentaram resultados  
satisfatórios.35 

Em outro trabalho, PLLA foi recoberto com NTCPM funciona-
lizado (pureza>95%, diâmetro 10-20 nm, comprimento 1-5 μm) e 

foi realizada cultura de células de osteosarcoma humano. A adesão 
celular em estágios iniciais foi melhor no PLLA com NTCPM fun-
cionalizado quando comparado ao PLLA sem NTCPM.36 Estudos 
in vivo em camundongos com NTCPM puros e funcionalizados 
com tempos diferentes de oxidação (1 a 8 horas) mostraram 
efeito hepatotóxico nos NTCPM puros, sem funcionalização. 
Os autores concluíram que o efeito tóxico dos NTCPM depende 
diretamente do grau de funcionalização, quanto maior a densida-
de de grupos carboxílicos na superfície dos NTCPM, menor os 
 efeitos tóxicos.29 

O comprimento dos NTC é outro parâmetro muito discutido 
em relação à toxicidade e seus efeitos. Segundo Vardharajula et 
al., quando os NTC ultrapassam a 20 μm de comprimento, eles não 
são fagocitados e, consequentemente, podem induzir a produção de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e processos inflamatórios inde-
sejáveis.31 Todavia, em outro trabalho, foi relatado que nanotubos 
com comprimentos de 10 μm são mais biocompatíveis.37 Em estudo 
de Yamashita et al., NTCPM com comprimento entre 5 e 15 μm in-
duziram maiores danos às moléculas de DNA quando aplicados em 
camundongos.38 Sato et al. concluíram em seu trabalho com ratos que 
o grau de inflamação induzido por NTC de 825 nm foi maior que o 
induzindo por NTC de 220 nm.39 

Caracterização dos nanocompósitos de PLLA/p-NTCPM

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)
As imagens da superfície de fratura evidenciam as estruturas de 

nanotubos de carbono no PLLA. É possível observar uma morfologia 
densa, independente da presença dos p-NTCPM (Figuras 4A e 4B). 

A afinidade entre os tubos ocorre por força de Van der Walls que 
são difíceis de serem rompidas e o processo de oxidação pode auxi-
liar na dispersão dos mesmos, contribuindo para boa interface entre 
o p-NTCPM e a matriz polimérica.40 Porém, o método de obtenção 
dos nanocompósitos também pode causar aglomeração dos NTC. O 
processo de evaporação de solvente, utilizado nesse trabalho, é um 
processo lento e, provavelmente, causou uma nova aglomeração dos 
p-NTCPM na matriz polimérica, claramente observados nas Figuras 
4C a 4F.41 Outro parâmetro citado na literatura que influencia na 
dispersão dos NTC é a viscosidade da solução. Trabalhos publicados 
relatam que o aumento da viscosidade diminui a aglomeração dos 
NTC.42,43 

A aglomeração dos NTC pode influenciar na formação da região 
de interface dos nanocomósitos, afetando suas propriedades finais. 
Segundo Lin e colaboradores,44 a interface está diretamente ligada ao 
efeito de reforço dos NTC, porém, os processos de funcionalização 

Tabela 2. Porcentagens atômicas dos picos presentes no espectro XPS C 1s 
dos p-NTCPM

Porcentagem atômica relativa (%)

C-C C-O C=O O-C=O π-π*

p-NTCPM 57,49 19,82 8,41 6,42 7,85

Figura 3. Espectroscopia XPS dos p-NTCPM: (A) espectro survey e (B) espectro de alta resolução C1s
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são importantes para que grupos funcionais (-OH e –COOH) 
possam formar ligações com o polímero, melhorar a adesão in-
terfacial e aumentar a região de interface entre o NTC e a matriz  
polimérica. 

Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC)
O comportamento térmico do PLLA e nanocompósitos foi ava-

liado pela análise de DSC. Para uma análise completa, foi realizado o 
estudo do primeiro aquecimento, resfriamento e segundo aquecimento 
das amostras. A Figura 5 mostra as curvas de DSC obtidas para o 
PLLA e nanocompósitos. 

O grau de cristalinidade χc (%) das amostras foi determinado de 
acordo com a equação 1:

	 	 (1)

na qual ΔHm e ΔHcf são, respectivamente, as entalpias de fusão e 
cristalização a frio das amostras, ∆H0

m é a entalpia teórica do PLLA 
100% cristalino (93 J g-1).45 Para o cálculo do grau de cristalinidade 
(χ%), no primeiro e no segundo aquecimento, foi descontado a valor 
da entalpia de cristalização a frio (ΔHcf).46 

O fenômeno de cristalização a frio ocorre durante o aquecimento 
do polímero a partir do estado sólido. Em temperaturas acima da 
temperatura de transição vítrea (Tg), as cadeias adquirem mobilidade 
e podem se rearranjar e formar regiões cristalinas.47 O PLLA apre-
senta cristalização a frio devido à sua estrutura cristalina. De acordo 
com o método de obtenção, o PLLA pode apresentar três estruturas 
cristalinas diferentes, as formas α, β e γ. A forma α, utilizada nesse 
trabalho, cresce a partir da fusão, da cristalização a frio ou a da 
solução. Possui estrutura ortorrômbica com parâmetros de rede 
a=1.066 nm, b=0,616 nm, c=2,888 nm.48 

É importante a análise do primeiro aquecimento, pois ele 
reflete as condições de processamento das amostras, a influência 
dos p-NTCPM na matriz polimérica de PLLA. As curvas de DSC 

Figura 4. Micrografias da superfície de fratura obtidas por MEV: A, B - PLLA; 
C, D - PLLA/p-NTCPM 0,25%; E, F - PLLA/p-NTCPM 0,5%

Figura 5. Curvas de DSC para PLLA; PLLA/p-NTCPM 0,25%; PLLA/p-NTCPM 0,5%, - (A) primeiro aquecimento, (B) resfriamento, (C) segundo aquecimento
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apresentaram a transição vítrea (Tg1), a fusão (Tm1) e um pequeno 
pico de cristalização a frio (Tcf1) nas amostras (Figura 5A). Os 
resultados indicam, de acordo com a Tabela 3, que não houve mu-
danças nas Tg1, Tm1 e nas entalpias de cristalização a frio (ΔHcf1) e 
de fusão (ΔHm1). O grau de cristalinidade também não se alterou 
após a adição de p-NTCPM. Porém, Tcf1 diminuiu com a adição 
de p-NTCPM. Uma explicação é o fato do p-NTCPM acelerar a 
habilidade de cristalização do PLLA, aumentando a velocidade de 
formação de núcleos cristalinos após a Tg.

As curvas de cristalização das amostras podem ser observadas 
na Figura 5B. O valor baixo de entalpia de cristalização do PLLA 
(Tabela 4) ocorre devido à taxa de resfriamento ter sido muito rápida, 
não havendo tempo suficiente para que a cristalização ocorresse e, no 
aquecimento posterior, originou-se a cristalização a frio (Figuras 5B 
e 5C). A Tabela 4 revela um aumento na temperatura cristalização 
(Tc) e na entalpia de cristalização (∆Hc) dos nanocompósitos em 
relação ao PLLA. 

Os p-NTCPM atuam como agentes nucleantes, promovendo 
a formação de uma quantidade maior de núcleos ativos na matriz 
polimérica e fazendo com que sua cristalização inicie antes nos 
nanocompósitos em comparação ao PLLA. 

Em estudos anteriores foram relatados que esse fenômeno pode 
ser atribuído à diminuição da energia de ativação e ao aumento da 
densidade de nucleação, conduzindo à aceleração da cristalização.49,50 

A Figura 5C mostra as curvas de DSC relativas ao segundo aque-
cimento, após apagar a história térmica das amostras. Segundo Ahmed 
et al., o comportamento térmico das polilactides depende da história 
térmica das amostras e da taxa de aquecimento utilizada na análise.51 

No segundo aquecimento, a entalpia de cristalização a frio (ΔHcf2) 
do PLLA foi maior em comparação ao primeiro aquecimento. O 
nanocompósito com 0,25% p-NTCPM apresentou um pico de cris-
talização a frio pequeno, como pode ser observado na Figura 5C.

Porém, na concentração de 0,5% de p-NTCPM, a cristalização 
a frio desapareceu completamente. Esse resultado se deve à ação 
nucleante do p-NTCPM, que facilita a cristalização completa do 
polímero no ciclo de resfriamento e aumenta o grau de cristalinidade 
(χc) dos nanocompósitos.52 

A temperatura de cristalização a frio (Tcf2) diminuiu no nano-
compósito com 0,25% p-NTCPM comparado ao PLLA, como no 
primeiro aquecimento. Os resultados obtidos de temperatura de 
transição vítrea (Tg2), temperatura de fusão (Tm2) e entalpia de fusão 
(ΔHm2) indicam que essas propriedades não se modificaram com a 
adição de p-NTCPM. No segundo aquecimento, o grau de cristali-
nidade (χc2) aumentou devido às condições em que foi realizada a 
cristalização (Tabela 4).

Além da cristalização, a adição de um agente nucleante pode 
afetar outras propriedades térmicas de um polímero, como o grau de 
cristalinidade e a temperatura de transição vítrea, devido às alterações 
na mobilidade das cadeias poliméricas.53,34 Nesse trabalho, a adição 
de p-NTCPM não alterou o grau de cristalinidade e a temperatura 
de transição vítrea, como foi observado no primeiro aquecimento do 
DSC (Tabela 3). Uma das causas pode ser a aglomeração dos p-N-
TCPM na matriz de PLLA (Figura 4), que pode ter comprometido a 
formação da região de interface e o grau de interação entre a matriz 
polimérica e o p-NTCPM.44

Todavia, há trabalhos que relatam que, devido ao fato do PLLA 
possuir alta cristalinidade, processos inflamatórios podem ocorrer 
durante a degradação, comprometendo a biocompatibilidade do 
implante.54-56 O fato de não ter ocorrido aumento no grau de cris-
talinidade após a adição de p-NTCPM pode ser considerado um 
resultado favorável em termos de degradação e biocompatibilidade 
dos nanocompósitos.

Ensaios in vitro de adesão e proliferação celular
As imagens obtidas por MEV evidenciam que as membranas de 

PLLA, independentemente da presença de p-NTCPM, permitiram 
que as células Vero se estabelecessem nas superfícies, por meio 
da adesão e espraiamento celular (Figura 6), não havendo, contudo, 
diferenças morfológicas salientes entre as membranas de PLLA e as 
concentrações de p-NCTPM utilizadas.

Nas imagens de MEV após 48 horas (Figuras 6A, 6D, 6G), as 
células apresentam distribuição uniforme e morfologia fibroblástica, 
predominantemente alongada e achatada, espraiadas sobre as mem-
branas, emitindo prolongamentos citoplasmáticos que facilitam a 
adesão e a comunicação celular.

Após 5 dias de cultivo (Figuras 6B, 6E, 6H), são visualizados 
depósitos de material particulado, possivelmente provindos da síntese 
de matriz extracelular durante o cultivo, de metabólitos celulares ou 
até do precipitado de componentes do meio de cultura. A presença de 
material particulado entre projeções das superfícies celulares, os quais 
se assemelham a microvilos e vesículas, sugerem a manutenção da 
atividade metabólica das células. Estas características ultra-estruturais 
são consideradas como sendo resultante da capacidade de células Vero 
secretarem componentes da matriz extracelular.57

Com a progressão dos tempos de cultivo, após o tempo de 10 
dias, a identificação celular tornou-se difícil, uma vez que as células 
apresentam-se em estágio de confluência, formando um tapete celular 
contínuo sobre as membranas poliméricas (Figuras 6C, 6F, 6I). 

O padrão morfológico irregular achatado com fenótipo espraiado 
em íntimo contato com o substrato condiz com os resultados exibidos 

Tabela 3. Resultados das análises de DSC para primeiro aquecimento. Tg1 (temperatura de transição vítrea), Tm1 (temperatura de fusão), ∆Hm1 (entalpia de fusão), 
Tcf1 (temperatura de cristalização a frio), ∆Hcf1 (entalpia de cristalização a frio), χc1 (grau de cristalinidade)

% p-NTCPM Tg1 (ºC) Tm1 (°C) ΔHm1 (J g-1) Tcf1 (°C) ΔHcf1 (J g-1) χc1 (%)

0% 58 172 28 86 3,6 26

0,25% 60 171 27 83 4,2 25

0,5% 58 170 30 78 3,7 28

Tabela 4. Resultados das análises de DSC para resfriamento e segundo aquecimento. Tc (temperatura de cristalização), ∆Hc (entalpia de cristalização), ∆Hcf2 

(entalpia de cristalização a frio), Tg2 (temperatura de transição vítrea), Tm2 (temperatura de fusão), ∆Hm2 (entalpia de fusão), χc2 (grau de cristalinidade)

% p-NTCPM Tc (ºC) ΔHc (J g-1) Tcf2 (°C) ΔHcf2 (J g-1) Tg2 (°C) Tm2 (°C) ΔHm2 (J g-1) χc2 (%)

0% 106 1,9 101 27 63 171 33 6,3

0,25% 109 21 83 3,3 67 171 36 34

0,5% 112 28 65 171 34 35
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por outros tipos celulares quando cultivados em materiais compósitos 
com nanotubos de carbono como cardiomiócitos e células nervosas,58 
osteosarcoma Saos2 e ROS 17/2.8 e células fibroblásticas.24,59,60 
A citocompatibilidade das amostras de PLLA contendo porcenta-
gens de 0,25% e 0,5% de p-NTCPM foi avaliava pelos ensaios de 
adesão e proliferação celular, obtidos pelo teste do MTT e ensaio do 
PicoGreen, respectivamente. O fenômeno da adesão celular é uma 
etapa fundamental no processo de interação célula-biomaterial e 
está, comumente, associada à capacidade das células em reconhecer, 
ligar-se e interagir com um substrato, portanto, apresentarem afinidade 
celular. Somente depois de aderidas, as células iniciam seu processo 
de espraiamento, proliferação, produção de matriz extracelular nova 
e manutenção do fenótipo celular.61,62

Na Figura 7A são apresentados os valores médios de absorbância 
obtidos pelo teste do MTT, proporcionais à quantidade de células 
viáveis aderidas sobre as amostras após 24 de cultura. É possível 
observar que todas as amostras apresentaram-se atóxicas quando 
comparadas ao controle negativo (p<0,01), permitindo que as células 
aderissem à superfície das membranas de PLLA. 

Em comparação com a membrana de PLLA, os resultados 
revelam que a adição de p-NTCPM à matriz polimérica, indepen-
dente das concentrações avaliadas, é capaz de promover a afinidade 
celular, estimulando significativamente o processo de adesão sobre 
a superfície das membranas (p<0,05). Não há diferença significativa 
entre os índices de adesão celular apresentados pelas amostras de 
PLLA/0,25% p- NTCPM e PLLA/0,5% p-NTCPM (p>0,05).

Paralelamente ao estudo de adesão, a taxa de proliferação celular 
exibida pelas células Vero cultivadas por 48 horas, 5 e 10 dias sobre 
as membranas de PLLA, PLLA/0,25% p- NTCPM, PLLA/0,5% 
p-NTCPM e controle (placa de poliestireno, PS), foi avaliada pelo 
ensaio do PicoGreen. Na Figura 7B são apresentados os valores do 
número médio de células presente nas diferentes amostras em função 
do tempo de cultivo.

Condizente com os resultados obtidos no teste do MTT, após 48 
horas de cultivo ambas as amostras de PLLA acrescidas de p-NTCPM 

foram capazes de estimular significativamente o processo de adesão 
celular em comparação ao controle e membranas de PLLA sem 
p-NTCPM (p<0,05). Além disso, a análise estatística dos resultados 
confirmou que independente das porcentagens de p-NTCPM (0,25% e 
0,5%) adicionadas ao PLLA, o índice de adesão celular nas amostras 
não é influenciado (p>0,05)

A partir do 5º dia de cultura, os níveis de densidade celular en-
contrados entre a amostra de PLLA e nanocompósitos tornaram-se 
semelhantes entre si (p>0,05). Entretanto, a análise dos dados esta-
tísticos revela que entre o período de 5 e 10 dias de cultivo o número 
de células presente em todas as amostras, com exceção da membrana 
de PLLA/0,5% p-NTCPM no último tempo (p>0,05), aumentou 

Figura 6. Micrografias de cultura de células obtidas por MEV: (A)(B)(C) PLLA após 48h, 5 dias e 10 dias respectivamente, (D)(E)(F) PLLA/p-NTCPM 0,25% 
após 48h, 5 dias e 10 dias respectivamente, (G)(H)(I) PLLA/p-NTCPM 0,5% após 48h, 5 dias e 10 dias respectivamente

Figura 7. Resultados obtidos após cultura de células: (A) Viabilidade celular, 
(B) Proliferação celular
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progressivamente, com taxa de crescimento celular estatisticamente 
significativa (p<0,01). 

A diminuição da taxa de proliferação observada nas membranas 
de PLLA/0,5% p-NTCPM após o tempo de 10 dias de cultivo não 
deve ser atribuída ao fato de uma maior concentração de nanotubos 
estar presente no material, mas sim ao comportamento natural que 
células aderentes exibem em sistemas de cultivo celular quando 
atingem o limiar máximo de densidade, desencadeando o processo de 
inibição por contato, desprendimento e apoptose celular. Resultados 
semelhantes aos apresentados no presente estudo são demonstrado 
pelos pesquisadores Lizundia et al. e Montesano et al.35,63 Os autores 
relatam que a adição de porcentagens entre 0,1% e 3% de p-NTCPM 
à matriz polimérica de PLLA não interferem na citocompatibilidade 
de células mesenquimais humanas de medula óssea e mioblastos 
murinos, permitindo que os níveis de atividade metabólica celular 
e taxa de proliferação sejam muito semelhantes aos encontrados no 
polímero PLLA sem p-NTCPM.

Segundo Berry et al., as células fibroblásticas são sensíveis a 
alterações na topografia, influenciando na motilidade celular e pos-
sivelmente na proliferação celular.64 Esta capacidade de adesão dos 
fibroblastos é considerada como modelo de adesão para investigação 
de outros tipos celulares sobre os substratos.65,66

Alguns autores descrevem o comportamento de não respeitar os 
limites do contato célula/célula e continuar proliferando como sendo 
apresentado por células que sofreram transformação.67 Células Vero 
que passaram por estresse quando atingiram a confluência podem 
continuar se desenvolvendo indefinidamente, crescendo muitas vezes 
em múltiplas camadas e formando agregados celulares, não mantendo 
a característica de inibição de crescimento por contato. No entanto, 
apesar da morfologia achatada propiciada pelo substrato neste estudo, 
após atingirem a confluência, as células Vero mantiveram o com-
portamento padrão, com presença de células arredondadas ou com 
inúmeros prolongamentos sobre o tapete celular, sugerindo células 
em processo apoptótico com desprendimento, evidente após 10 dias 
de cultivo (Figura 6C, F e I).

A realização de estudos que visam avaliar o processo de adesão 
e proliferação de células cultivadas sobre um composto ou substrato 
representa a etapa inicial do processo de caracterização biológica e 
certificação de biomateriais voltados à aplicação biomédica. Estes 
contribuem para uma melhor compreensão do comportamento físi-
co-químico, estabilidade e compatibilidade do material de interesse 
que entrará em contato com o tecido biológico. 

No presente trabalho, a citocompatibilidade de nanocompósitos 
de PLLA contendo porcentagens de 0,25% e 0,5% de nanotubos de 
carbono de parede múltiplas (p-NTCPM) foi avaliada qualitativamen-
te e quantitativamente por meio de ensaios que permitiram analisar 
o comportamento e morfologia de células Vero cultivadas sobre as 
amostras em função de diferentes tempos de cultivo. Os resultados 
obtidos mostram que ambas as concentrações de p-NTCPM empre-
gadas na obtenção de membranas nanocompósitos de PLLA não 
apresentam qualquer toxicidade ou efeito negativo sobre o cultivo de 
células Vero. Independente da porcentagem de p-NTCPM utilizado, 
adequados índices de adesão e taxa de proliferação celular podem ser 
obtidos com o uso desses materiais na engenharia tecidual, sugerindo 
seu potencial de aplicação como biomaterial. 

CONCLUSÃO

O processo de purificação dos nanotubos foi eficiente para 
obtenção de uma amostra com baixo teor de resíduo metálico (i.e. 
ferro), livre de resíduos carbonáceos (oxidation debris) e compri-
mento abaixo de 6,0 µm. A purificação/funcionalização e tamanho 
(comprimento) dos NTC são uns dos parâmetros mais relacionados 

na literatura sobre os efeitos tóxicos dos mesmos em sistemas bioló-
gicos. Além da purificação, o processo empregado gerou grupamentos 
oxigenados na superfície dos nanotubos de carbono, melhorando 
assim sua capacidade de dispersão no solvente (i.e. clorofórmio). 
O método de evaporação de solvente utilizado para a produção dos 
nanocompósitos causou uma aglomeração dos p-NTCPM na matriz 
polimérica, levando a formação de ilhas de p-NTCPM. Pela avaliação 
biológica, demonstrada pelas imagens de MEV, ensaio de viabilidade 
e de proliferação celular, pode-se inferir que a presença de p-NTCPM 
apresentou resultados favoráveis para adesão e proliferação de células 
fibroblásticas, como também demonstrou que estes materiais foram 
capazes de sustentar o crescimento celular de forma progressiva em 
membranas de PLLA. O desempenho satisfatório dos nanocompó-
sitos foi devido às propriedades já conhecidas dos NTC somando-se 
ao processo de purificação e funcionalização, que minimizaram os 
possíveis efeitos tóxicos dos NTC. Neste sentido, os nanocompósitos 
contendo NTC purificados e caracterizados colabora para o desen-
volvimento de novas terapias teciduais, dispositivos e materiais para 
implantes e próteses.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A curva de calibração do PicoGreen (Figura 1S) e as curvas TG 
e DTG para o p-NTCPM (Figura 2S) estão disponíveis em http://
quimicanova.sbq.org.br em formato pdf, com acesso livre.
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