(72}
(=}
=
[*]
[
-
(-]
©
3
-
]
=
c
[
[T
c
]
[\
b
Q
Q.
Q
2
i
‘O
E
©
(=3
Q
(72}
]
2
)
©
[}
«Q
B
[}
-
3
©
c
[~}
o
[}
«Q
b
=
=
=
-
P~
(7]
o
(]
©
o
ug
o
]
i
E
L=}
o
(]
(=]
=
c
@
E
=2
(<}
>
c
0
(7]
)
Q

Marta Maria da Silva Maciel

Uminho | 2016

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Marta Maria da Silva Maciel

Desenvolvimento e otimizacao de
estruturas condutoras de base
polimérica para engenharia de tecidos

Outubro de 2016






Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Marta Maria da Silva Maciel

Desenvolvimento e otimizacao de
estruturas condutoras de base
polimérica para engenharia de tecidos

Dissertacao de Mestrado
Dissertacao de Mestrado
em Biofisica e Bionanossistemas

Trabalho efetuado sob a orientacao de:
Professor Doutor Senen Lanceros-Mendéz
Doutora Clarisse Ribeiro

Outubro de 2016



AGRADECIMENTOS

No final desta etapa nao posso deixar de agradecer a todas as pessoas que fizeram parte
dela e que tornaram possivel a sua concretizacao.

Em primeiro lugar agradeco ao professor Senentxu a oportunidade dada para trabalhar
neste grupo, pela disponibilidade, pela motivacao ao longo do trabalho, pela oportunidade de fazer
Erasmus e por me ter dado as condices necessarias para a realizacao desta dissertacao.

A Clarisse, agradeco a dedicacdo, a paciéncia, a disponibilidade, a preocupacéo ao longo
de todo o trabalho.

A todos os meus colegas do grupo, Electroactive Smart Materials, em especial aos que
contribuiram diretamente para a realizacao desta dissertacdo, agradeco a disponibilidade e o
apoio, mas também o bom ambiente de trabalho e por me terem recebido muito bem. Agradeco,
em especial, a Sylvie por toda a ajuda e dedicacdo a todas as etapas desta dissertacao.

A Cristina, Ermelinda e Davide obrigada por tornarem Mildo uma experiéncia fantastica e
enriguecedora a nivel do estudo de polimeros condutores principalmente do polipirrole e da
polianilina.

A todas as pessoas que eu conheci em Erasmus agradeco o apoio, a amizade e serem
uma familia longe de casa.

A todos os meus amigos que me acompanharam nesta etapa especialmente, obrigada
pelo apoio, a forca e o otimismo mesmo nos momentos de stress e por acreditarem em mim.

Por ultimo, a minha familia, mas sobretudo aos meus pais e a minha irma, pois sem o
apoio incondicional, o incentivo constante e a paciéncia inesgotavel nunca seria possivel chegar

até aqui. A eles devo tudo e é a eles a quem dedico todo o meu trabalho.







RESUMO

A engenharia de tecidos ¢ uma area cientifica com o objetivo de corrigir as falhas que
existem a nivel de regeneracao e substituicao de orgaos e/ou tecidos danificados impossiveis de
recuperar. Através da utilizacdo de células do individuo, fornecendo os estimulos necessarios e
numa estrutura apropriada é possivel formar um novo tecido totalmente vidvel e funcional.

Neste trabalho pretendeu-se desenvolver uma estrutura hibrida utilizando como base um
polimero piezoelétrico, o poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), revestido com polimeros condutores:
o polipirrole (Ppy) e a polianilina (PANI), com o objetivo de fornecer as células os estimulos
biofisicos necessarios ao seu correto desenvolvimento.

As fibras de PVDF foram produzidas pelo método de efectrospinning de duas formas
diferentes: orientadas (O) e nao orientadas (NO). O diametro médio das fibras O e NO situa-se no
intervalo dos 700-800 nm. Estas fibras possuem uma estrutura semicristalina e uma fase 3 no
intervalo dos 80-95% o que indica uma elevada quantidade de piezoeletricidade presente nestas
fibras. As propriedades mecanicas das fibras foram avaliadas e verificou-se que as fibras O
possuiam um maédulo de Young superior quando o stress é aplicado ao longo da direcéo das fibras,
indicativo da morfologia anisotropica das fibras. As fibras NO s&o isotropicas e mostravam a
mesma resposta independentemente da direcdo da aplicacao da forca. Posteriormente, as fibras
foram revestidas com polimero condutor através da polimerizacdo por método quimico.

As fibras com uma biocompatibilidade e condutividade apropriadas foram caraterizadas a
nivel morfolodgico e quanto as suas propriedades mecéanicas. As fibras revestidas com Ppy e
dopadas com cloreto de sodio apresentaram os melhores resultados para aplicacbes em
engenharia de tecidos pois eram biocompativeis, condutoras, e possuiam um revestimento
uniforme a volta das fibras. Além disso, o processo de deposicdo ndo modificou significativamente
as suas propriedades mecanicas. Essas amostras foram também submetidas a testes de
proliferacdo celular, em condicdes estaticas, onde se verificou que as células proliferaram apesar

de aderirem menos comparativamente as fibras sem revestimento.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, piezoeletricidade, condutividade, fibras, poli(fluoreto de

vinilideno), polipirrole







ABSTRACT

Tissue engineering is a research field with the objective to correct the flaws that exist in
the regeneration and replacement of damaged organs/tissues that are impossible to recover. Using
the cells from the patient, providing necessary stimulus in appropriate structure, it is possible to
form a tissue viable and completely functional.

In this work was developed a hybrid structure using as a base a piezoelectric polymer,
poly(vinylidene fluoride) (PVDF) coated with conductive polymers, polypyrrole (PPy) and polyaniline
(PANI), with the objective to provide to the cells the biophysical stimulus needed for their functional
development.

The PVDF fibers were produced by electrospinning in two different ways: oriented (O) and
random (NO). The diameter of O and NO fibers is in the range of 700-800 nm. These fibers have
a semicrystalline structure and a B phase between 80-95% which indicates a high amount of the
piezoelectric phase present in the fibers. The mechanical properties of the fibers were evaluated
and it was found that O fibers show a higher Young Modulus when the stress is applied along the
direction of the fibers, indicative of the anisotropic morphology of the fiber mats. The NO fibers are
isotropic and show the same response independently of the direction of application of the applied
force. Then, the fibers were coated with a conductive polymer through polymerization by chemical
method.

The fibers with proper biocompatibility and conductivity were submitted to characterization
process at the level of morphology and their mechanical properties. The fibers coated with Ppy and
doped with sodium chloride were the ones with the best results for tissue engineering applications
as they are biocompatible, conductive, and show a uniform coating around the fibers. Furthermore,
their mechanical properties are not significantly modified by the deposition process. This fibers
were submitted to cellular proliferation, in static assays, where it was verified that the cells

proliferate, although the cells adhere less than the fibers without coating.

Keywords: Tissue engineering, piezoelectricity, conductivity, fibers, poly(vinylidene fluoride), polypyrrole.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

0 ser humano ¢ um organismo fragil e desde do momento da sua concecao podera sofrer
malformacdes congénitas, doencas e traumas que podem desencadear lesdes e danos
irreparaveis em tecidos e/ou 6rgaos. Ao longo da histéria, o ser humano sempre procurou novas
formas de tratamento para este tipo de enfermidade sendo que novas estratégias tém sido
desenvolvidas e aperfeicoadas a medida que a ciéncia cria e desenvolve novos conceitos e
processos [1].

Numa primeira fase, as proteses e os implantes surgiram para substituir membros
amputados ou dentes e, sao atualmente produzidos utilizando materiais mais biocompativeis,
resistentes e leves. A evolucao das técnicas cirurgicas permitiu o tratamento e restauracao de
tecidos e orgaos que outrora nao era possivel, contudo nem sempre € possivel a restauracao com
eficacia e sem futuras consequéncias. Quando ha faléncia total de um érgao e/ou tecido, como
por exemplo o coracdo, o figado ou os rins, 0s procedimentos anteriores sao, na maioria das vezes,
ineficazes e, por isso, & necessario a substituicdo do dérgao. A transplantacado de tecidos/6rgaos
demonstrou-se uma alternativa viavel e que permite salvar inumeras vidas, mas esta dependente
da situacao nacional, do sistema de saude em que o paciente se insere, 0 nivel de capacidade
técnica e a disponibilidade de dérgaos [2]. Apesar de ser viavel que o transplante ocorra utilizando
tecido do recetor, na maioria dos casos, & necessario que se tenha de procurar um dador diferente
do recetor devido ao tecido/o6rgado danificado (coracao, figado, entre outros). Todavia, e apesar de
Se procurar sempre um enxerto com a maior similaridade possivel, os transplantes podem trazer
consequéncias a longo prazo, como por exemplo a toma de medicamentos de supressores do
sistema imunitario para evitar a rejeicao do enxerto que poderia levar ao aparecimento de doencas
oportunistas [3].

A engenharia de tecidos humanos é uma area em crescimento que pretende colmatar as
desvantagens acima referidas. Nascida da necessidade de tratamentos menos prejudiciais e mais
rapidos pretende regenerar ou originar tecido/drgaos através do uso de células provenientes do
doente. Ao dar os estimulos certos e ao recriar um ambiente similar ao encontrado no organismo
humano é possivel que este tipo de tratamento passe a ser concretizavel num futuro proximo.
Assim, é necessario criar uma estrutura biocompativel com o sistema humano, mas que também
sirva como suporte para a regeneracado de tecido. A aplicacdo de materiais fez com que um novo
ramo na area dos materiais surgisse — 0s biomateriais - materiais capazes de interagir com o

organismo humano e permitir o processo de regeneracao. As fibras produzidas por electrospinning




conseguem mimetizar a matriz extracelular (MEC) e assim disponibilizar as células um ambiente
similar ao encontrado no organismo humano. Ao utilizar um polimero piezoelétrico capaz de
fornecer estimulos elétricos e mecéanicos, este sistema passa a ser capaz de fornecer um ambiente
com estimulos biofisicos as células similar ao que acontece no organismo humano. Contudo, como
a condutividade nao é uniforme em toda a superficie, uma das opcdes € depositar um material
condutor capaz de uniformizar a superficie e fazer com que o estimulo ou a resposta seja mais

rapida e em toda a sua superficie.

1.2 OBJETIVOS

Neste trabalho pretende-se produzir uma estrutura condutora em que a base é um
polimero piezoelétrico, o poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) que posteriormente sera revestido com
um polimero condutor (polipirrole (PPy) ou polianilina (PANI)) para aplicacdes na area de
engenharia de tecidos. Os principais objetivos deste trabalho sao:

= Producéo e caraterizacao de fibras de PVDF por electrospinning;

= Otimizacao da deposicdo de um polimero condutor nas fibras de PVDF;

. Testar a condutividade e a citotoxicidade das amostras;

= Caraterizar as fibras condutoras a nivel mecéanico e eletromecanico;

. Testar a proliferacao celular nas amostras produzidas.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

A tese esta dividida em 5 capitulos.

O primeiro capitulo expde a motivacdo e os principais objetivos desta dissertacao, a sua
estrutura e contributos importantes que resultaram da sua realizacao.

No segundo capitulo ¢ feita uma revisdo da literatura sobre engenharia de tecidos e os
polimeros inteligentes com énfase nos polimeros piezoelétricos e condutores e o desenvolvimento
destes nesta area.

No terceiro capitulo sdo descritos os materiais e métodos utilizados para a preparacao das
diferentes estruturas assim como as diferentes técnicas de caraterizacao utilizadas ao longo do

trabalho.




CAPITULO I - INTRODUCAO

No quarto capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados relativos a caraterizacao
das fibras produzidas por electrospinning e as revestidas com polimero condutor, avaliando a sua
morfologia e estrutura, mas também a sua biocompatibilidade e proliferacao celular.

No quinto capitulo sao apresentadas as conclusdes relativas ao trabalho realizado assim

como ao trabalho futuro.
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CAPITULO Il - POLIMEROS INTELIGENTES NA VANGUARDA DA ENGENHARIA DE TECIDOS

2.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos ¢ uma area em crescimento e nasce da necessidade de colmatar
as desvantagens das terapias utilizadas quando ocorre a faléncia de tecidos e dos
custos/complicacdes que delas advém. A sua propria definicdo tem evoluido ao longo dos anos
sendo que uma das mais aceite é a de Langer & Vancati que estipularam a engenharia de tecidos
como a “area que utiliza os principios da engenharia e das ciéncias da vida com o objetivo de
desenvolver substitutos biolégicos de forma a restaurar, manter ou melhorar a funcao do tecido”
[4].

A producao de tecidos bioldgicos viaveis e funcionais comporta ndo sé um conjunto vasto
de materiais e métodos passiveis de utilizar, mas também um conhecimento amplo em varias
areas desde da biologia & medicina passando pela fisica e engenharia [5].

A partir desta multidisciplinariedade, foi possivel deduzir duas estratégias principais para
se produzirem tecidos viaveis e funcionais: a primeira através da producao de tecido /7 vifro em
estruturas apropriadas e que posteriormente € implantado no organismo e a segunda através da
criacao de uma estrutura passivel de ser estimulada e que, apés a sua implantacao no local
pretendido do organismo, suporta e impulsiona o crescimento celular [6].

Pode-se assim identificar um conjunto de trés pontos fundamentais para formar tecido
(figural): células, scaffolds e estimulos. Para que ocorra a formacao de tecido é necessario um
material que sirva de suporte, normalmente designado como scaffo/d, onde serao cultivadas as
células. Dependendo do tecido, da funcao pretendida e da técnica necessaria para a sua formacao
deverao ser utilizados estimulos bioguimicos (ex.: fatores de crescimento) e estimulos biofisicos

(ex.: forcas de tensao) de forma a mimetizar o ambiente celular em que elas estao inseridas [7].

2.2 CELULAS

No organismo humano ocorrem processos de formacao e regeneracdo de tecidos através
do uso de informacao pré-programada nas células e dos estimulos que lhe sao fornecidos [1]. A
producao de tecidos quer /n7 vitro quer /n vivo requer a utilizacao de células que permitam formar
tecido utilizando os scaffolds como plataforma para esse efeito. As células utilizadas podem ser

divididas em células diferenciadas e células estaminais.
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CELULAS \ ENGENHARIA DE
TECIDOS

Figura 1 - Triade da engenharia de tecidos: células que serdo colocadas em scaffolds e onde serdo
submetidas a estimulos para proliferarem e diferenciarem. Adaptado de [7]

As primeiras sdo provenientes do paciente, totalmente diferenciadas e a sua utilizacdo em
conjunto com os scaffolds na producao de tecido tem tido sucesso [8]. Todavia, as suas limitacdes
passam pela natureza invasiva que possuem e o potencial para se encontrarem em estado de
doenca.

Alternativamente, as células estaminais possuem uma alta capacidade de regeneracao e
podem diferenciar-se em diferentes tipos de células. Os problemas colocados ao seu uso devem-

se sobretudo a dilemas éticos e ao potencial de formacao de teratomas [9].

2.3 SCAFFOLDS

Relativamente aos scaffolds, estes necessitam de cumprir certos requisitos para a sua
utilizacao em seres humanos, apresentados de seguida:

a) Biocompatibilidade — Os scaffolds e os produtos da sua degradacéo nao poderdo
desencadear respostas inflamatorias no sistema imunitario o que podera levar a rejeicao do tecido
formado e outras complicacdes noutros locais do organismo [10].

b) Biodegradabilidade — A importancia da biodegradabilidade de um material em
engenharia de tecidos depende da finalidade que Ihe queira ser atribuida. No caso de scaffolds
que sejam implantados este € um fator importante visto que o objetivo ndo é a sua permanéncia
no organismo humano, mas a sua atuacao como um intermediario. Assim, é necessario que a

medida que o tecido seja formado haja a degradacao do scaffold e que os seus produtos de
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degradacao possam ser eliminados pelas vias de excrecao do organismo sem que haja
interferéncia com outros orgaos e tecidos [/, 10]. Mas se o objetivo for produzir o tecido fora do
organismo humano e depois transplanta-lo a biodegradabilidade pode nao ser um requisito
importante a cumprir.

c) Propriedades mecanicas — O scaffold deve ter propriedades mecanicas
consistentes com o local onde sera feito o implante e ao mesmo tempo ser forte o suficiente para
que seja manuseado sem que haja perturbacado da sua estrutura. As carateristicas mecanicas
devem ter em conta o tecido, o local, a idade do paciente, o processo de regeneracao e permitir
ao mesmo tempo a vascularizacao e a infiltracao celular. Por exemplo, na regeneracdo 6ssea é
necessario ter em conta que a estrutura produzida resista a pressodes hidrostaticas e, ao mesmo
tempo, conserve a matriz celular e a sua porosidade permitindo a infiltracdo celular [7, 11].

d) Arquitetura do scaffold — A forma da estrutura que o material podera adquirir
depende do material usado, do local e de como a formacéo do tecido se da. Devera ter-se em
conta pontos como a porosidade, o formato utilizado (filme, membrana porosa, fibras, estrutura
tridimensional, entre outros) (figura 2) e a superficie do material [7]. Geralmente, a arquitetura do
scaffold procura mimetizar a MEC de um determinado tecido pois é nele que as células crescem,
diferenciam e estd adaptado para suportar os estimulos quimicos e fisicos fornecidos naquele
determinado ambiente.

e) Tecnologia de producdo — O scaffold deve ser passivel de reproduzir tanto em
laboratdrio como industrialmente tendo sempre em conta como sera feita a utilizacdo do produto

[7].
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Membranas porosas
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Figura 2 - Estruturas de diferentes tipos de scaffolds utilizados em engenharia de tecidos. Adaptado de
[12], imagens SEM dos filmes e membranas porosas retiradas de [12], fibras de [13] e estrutura tridimensional
de [14].

Atualmente, ja sao feitos scaffolds com sucesso a nivel de proliferacao celular, mas em
certos tipos de tecido, como 0 0ss0, a cartilagem ou o musculo tém havido certas dificuldades em
obter a funcionalidade do tecido. E assim importante investigar os diferentes estimulos a que as

diferentes células estéo sujeitas.

2.4 ESTIMULOS BIOQUIMICOS E BIOFiSICOS

O grande desafio da engenharia de tecidos é que o tecido ou o6rgao regenerado seja
funcional e idéntico ao que foi perdido ou danificado irremediavelmente. Uma célula encontra-se
rodeada de um microambiente que determina as carateristicas funcionais das mesmas através de
estimulos como por exemplo, as moléculas soluveis, a MEC/substrato, o contacto célula — célula
e as forcas mecanicas/fisicas. Apesar de atualmente ser quase impossivel o estudo de todos estes
sinais/estimulos e a influéncia que cada um possuiu em cada tipo de célula, pode-se estudar a
combinacao dos estimulos mais importantes e os seus efeitos e escolher os que melhor se
adequam ao objetivo pretendido [15].

Os estimulos bioquimicos (fatores de crescimento, fatores quimiotaticos) foram os

primeiros a ser estudados e aplicados para proliferacao e diferenciacao celular. Atualmente esta
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a ser estudada como podera ser feita a incorporacao destes nos scaffolds para potenciar a
regeneracao mas também a entrega de farmacos [6]. Contudo, e apesar de haver proliferacao /n
vitro num modelo bidimensional, as suas carateristicas numa estrutura tridimensional sao
bastante diferentes [15].

Assim, além de aliar a producdo de uma estrutura apropriada ao desenvolvimento celular,
€ necessario também mimetizar os estimulos biofisicos que as células recebem.

Alguns exemplos destes sdo as forcas de tensdo-compressdo, a perfusdo, o campo
eletromagnético, a tensao de oxigénio, a forca gravitacional, a forma da célula, a elasticidade e a
topografia [16].

A propria constituicdo dos 6rgdos e tecidos humanos, desde dos seus componentes até a
sua prépria estrutura e disposicdo no organismo humano, estdo perfeitamente capazes de suportar
e responder aos estimulos que estdo submetidos. E importante que os materiais escolhidos
tenham carateristicas capazes de suportar o ambiente estimulante onde os diferentes tecidos se

inserem.

2.5  MATERIAIS UTILIZADOS EM ENGENHARIA DE TECIDOS

A construcao de um scaffold nao implica apenas a escolha de um material qualquer, mas
sim de um material que cumpra os requisitos especificos ja acima mencionados, que consiga
suportar os diferentes estimulos a que as células estao sujeitas e que mimetize o ambiente celular
em que as células estao inseridas.

Existem diferentes materiais que tém sido estudados e aplicados no ramo biomédico como
por exemplo os metais. A utilizacdo de metais e ligas metalicas em aplicacdes biomédicas nao é
de todo desconhecida devido a sua utilizacdo em proteses para a substituicao de tecido dsseo, no
entanto, a sua utilizacdo em scaffolds para engenharia de tecidos é bastante recente. Foram
produzidas estruturas metalicas porosas, principalmente a base de titanio, com o objetivo de
aplicar-se na regeneracao de tecido 6sseo [17-19]. E, apesar de estudos /n7 vifro comprovarem a
proliferacdo [20] e diferenciacdo celular [21, 22], surgem problemas ao nivel da sua utilizacao /n
vivo que pode desencadear toxicidade a longo prazo devido a processos como a corrosao que leva
a acumulacao de produtos toxicos nos tecidos.

Os materiais ceramicos estruturalmente mais diversos demonstram-se mais promissores

que os metais e as ligas metalicas. As bioceramicas sao especialmente produzidas para reparacao
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e reconstrucao de partes de corpo danificadas podendo ser cristais, policristalinas, vidros, vidros
ceramicos ou compositos [23]. A sua utilizacao mais conhecida das ceramicas & em substitutos
de ancas, joelhos e dentes. No entanto, a sua aplicacdo para formacao de scaffolds é focada
maioritariamente na area de regeneracdo o6ssea [24-26]. Apesar de ser um alvo de menor
utilizacéo, as bioceramicas podem vir a ser utilizadas na regeneracdo odontologica [27].

Nos ultimos anos sao os polimeros que se tém destacado pelas suas carateristicas unicas
uma vez que permitem uma diversidade de estruturas quimicas através da facilidade de
modificacao e funcionalizacdo, mas também por serem de facil producao e manipulacao. A sua
origem pode ser natural ou sintética, sendo que os primeiros possuem carateristicas atrativas para
serem empregues no ramo biomédico por exibirem propriedades similares aos tecidos a regenerar
e promoverem a adesdo e a proliferacdo celular. Por outro lado, o processamento destes materiais
é bastante dificil e as suas propriedades elétricas e mecanicas sdo bastante limitadas [28]. A
utilizacao deste tipo de polimeros esta bastante avancada e, recentemente, esta a desenvolver-se
um scaffold a base de colagénio para a formacdo de um o6rgdo completo (a bexiga) ja com
resultados promissores a nivel de biocompatibilidade e diferenciacao celular [29].

Por sua vez, os polimeros de origem sintética, devido a facilidade de manipulacdo da sua
estrutura, possuem uma enorme diversidade estrutural como funcional [28]. Polimeros como o
acido polilactico (PLA) [30-32], policaprolactona (PCL) [33, 34] ou o polietileno glicol (PEG) [35-
37] contribuiram para um enorme desenvolvimento da aplicacdo de polimeros em engenharia de
tecidos, mas também para areas como os sistemas de entrega de farmacos [38].

Com o desenvolvimento das técnicas e dos materiais pode-se atualmente produzir

inimeros polimeros, como é o caso dos materiais inteligentes.

2.6 MATERIAIS INTELIGENTES

Os materiais inteligentes, do inglés smart materials, sao materiais que sofrem variacoes
reprodutiveis, significativas e estaveis de uma determinada propriedade fisico-quimica quando
submetidos a um dado estimulo [28]. Estas variacdes podem ser classificadas de acordo com o
estimulo a que o material responde sendo exemplos destes a temperatura, o pH, a forca idnica, a
luz, o campo elétrico e magnético, entre outros [39]. Dentro destes polimeros, os polimeros
eletroativos sdo os que mais despertam atencdo devido ao seu mecanismo de transducao

eletromecanico e subdividem-se em polimeros eletronicos e idnicos.

14



CAPITULO Il - POLIMEROS INTELIGENTES NA VANGUARDA DA ENGENHARIA DE TECIDOS

Os primeiros envolvem uma resposta eletromecanica devido a forcas eletrostaticas
fazendo parte os elastomeros dielétricos e eletro-viscoelasticos, os ferroelétricos, entre outros. Os
segundos compreendem mecanismos de atuacao que envolvem a difusdao de ides como por
exemplo, os nanotubos de carbono, os polimeros condutores e os polimeros de géis idnicos [28,
40].

A variedade de polimeros existentes permite selecionar os que melhor se adequam aos
objetivos pretendidos principalmente se partilham essas particularidades com as encontradas no
organismo humano. Os polimeros piezoelétricos sdo um dos tipos de polimeros que atualmente
tem suscitado interesse devido a piezoeletricidade - uma propriedade encontrada em varios tecidos

do corpo humano.

2.6.1 POLIMEROS PIEZOELETRICOS

A piezoeletricidade & uma carateristica inerente a alguns materiais inorganicos mas
também a tecidos do corpo humano como o0 osso [41, 42], os tenddes [43], o colagénio [44], os
dentes [45], entre outros. Pode ser definida como a propriedade do material que é observada
quando ocorre uma mudanca elétrica ou a producéo de uma voltagem através da aplicacao de
forcas mecanicas podendo ocorrer também o contrario, ou seja, a deformacao mecéanica causada
pela aplicacao de um campo elétrico [46].

Existem alguns polimeros com piezoeletricidade como por exemplo o acido L-polilactico
(PLLA) [47], polihidroxibutirato (PHB) [48], o poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) [49], entre outros.
De todos os polimeros piezoelétricos atualmente conhecidos, o PVDF e os seus copolimeros
apresentam o maior coeficiente piezoelétrico, que indica a proporcao entre o estimulo aplicado e
a resposta do material (tabela 1). Este € um polimero semicristalino e pode apresentar quatro
fases cristalinas conhecidas (a, 8, 8, y), sendo que a fase  (F(B)) possuiu uma maior quantidade
de dipolos permanentes e portanto melhores propriedades piezoelétricas [50]. Além disso, o PVDF
possui outras propriedades como a piroeletricidade e a ferroeletricidade, é biocompativel o que o

torna atrativo para a sua utilizacdo na area biomédica, apesar de nao ser biodegradavel.
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Tabela 1 - Polimeros piezoelétricos e os seus coeficientes de piezoeletricidade. Adaptado de [28].

Polimeros Coeficiente piezoelétrico (pC/N)
PLA 10
PHB 1.6-2.0
PVDF 24-34
Poli(fluoreto de vinilideno-trifluoretileno) 38
(PVDF-TrFE)
Poliamida-11 4

A utilizacao de polimero piezoelétricos em engenharia de tecidos tem vindo a aumentar e
a serem comprovados os seus beneficios. Por exemplo, a aplicacdo de filmes de [-PVDF
polarizados e nao polarizados para regeneracao 6ssea sob condicdes mecanicas demonstra uma
maior adesao e proliferacao de osteoblastos nos filmes polarizados [51]. Existem mais exemplos
da sua utilidade para a regeneracao neuronal [52-54] e muscular [55, 56].

Porém, a vantagem da entrega de estimulos elétricos utilizando materiais piezoelétricos
que é feita sem a necessidade de uma fonte externa, torna-se também a desvantagem porque o
controlo do estimulo é bastante limitado [57].

Para certos tecidos é necessario controlar a condutividade elétrica principalmente no
tecido nervoso. A razdo é que o sistema nervoso transmite sinais a todo o organismo e coordena
todas as acoes permitindo que o ser humano seja capaz de pensar e ser consciente devido a
atividade elétrica produzida no cérebro.

Uma alternativa aos polimeros piezoelétricos serao os polimeros condutores pois possuem
carateristicas promissoras como permitir o controlo externo e a intensidade do estimulo que é
fornecido mas também atinge valores elevados de condutividade e conseguem ser mais

modulaveis que os polimeros piezoelétricos [58].

2.6.2 POLIMEROS CONDUTORES

Os polimeros condutores fazem parte do grupo de materiais eletroativos i6nicos pois
permitem a entrega direta de um estimulo quimico, elétrico e/ou eletromecanico nas células
através dos ides. Possuem inimeras vantagens como o excelente controlo do estimulo elétrico,
propriedades oticas e elétricas muito boas, elevada razao entre condutividade/peso e podem ser

biocompativeis, biodegradaveis e porosos [59].
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A sintese destes polimeros pode ser feita de duas formas: quimica e eletroquimica. Na
primeira € necessaria a utilizacao de um agente oxidante enquanto na segunda, a polimerizacao
ocorre através da passagem da corrente entre dois elétrodos numa solucdo que contém o
monomero, o solvente e o agente dopante [59]. A condutividade é fornecida geralmente por
processos de dopagem que alteram a cadeia neutralizada do polimero tornando-a oxidada ou
reduzida, ou seja, carregada positiva ou negativamente [58].

O polipirrole (Ppy) é o polimero condutor mais estudado e conhecido. A sua sintese é
bastante facil e flexivel, possuiu uma boa estabilidade quimica, uma elevada condutividade e pode
ser manipulado facilmente para se tornar mais biocompativel [59, 60]. Na area biomédica, este
polimero pode ser utilizado por exemplo, para a libertacdo de farmacos a nivel ocular [61], em
compdsitos com outros materiais para formar scaffolds [62-64] ou funcionalizado para servir como
biossensor de acido desoxirribonucleico [65]. Além de servir como um suporte para o
desenvolvimento de tecidos, estes polimeros podem conduzir estimulos elétricos as células que
necessitam destes para se diferenciarem [66].

Outro exemplo de polimero condutor é a polianilina (PANI) que também tem sido
amplamente estudada devido as suas vantagens como uma sintese facil, um baixo custo de
producdo e uma boa estabilidade. Este possuiu trés estados de oxidacdo: uma forma totalmente
oxidada - pernigranilina, uma forma metade oxidada - esmeraldina e uma forma totalmente
reduzida - leucoesmeraldina. A mais estavel e com maior condutividade é a esmeraldina e possuiu
uma cor esverdeada. A biocompatibilidade deste polimero é por vezes posta em causa, mas a sua
toxicidade deve-se ndo ao polimero em si mas aos reagentes e produtos de reacdo formados
aquando da sua sintese [67]. As suas aplicacdes vao desde o desenvolvimento de fibras de
compdsitos para a extracado de toxinas da agua [68] a sensores [69, 70]. Na area biomédica, as
nanoparticulas deste polimero podem ser utilizadas em diagndstico de doencas e tumores [71] e
a libertacao de farmacos [72]. Em engenharia de tecidos, a utilizacdo de PANI tem sido aplicada
principalmente a parte de regeneracdo muscular [73, 74] e neuronal [75] e, com menos enfase,
na regeneracao 0ssea [/6]. Existem alguns polimeros bastante prometedores como é o caso do
poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT), que apesar da sua aplicacdo ser bastante recente exibe niveis
elevados de biocompatibilidade e condutividade. Contudo, os polimeros condutores possuem
algumas desvantagens, a sua biocompatibilidade por vezes € dubia e nao sao biodegradaveis.

A necessidade de obter materiais que aliem as melhores propriedades de cada polimero

levou a juncao de diferentes materiais para colmatar as desvantagens que singularmente cada
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tipo de polimero possui e exponenciar as qualidades de ambos levando a producdo de um novo

género de materiais: os materiais hibridos.

2.7 MATERIAIS HIBRIDOS

A juncado de diversos tipos de materiais da origem a novos materiais e estruturas
complexas que possuem propriedades Unicas e hibridas. Podem-se fazer diversas estruturas
combinando diferentes polimeros como blendings, revestimentos, compdsitos, entre outros.

A nivel de polimeros piezoelétricos podem ser adicionados, na sua sintese, compostos
como nanoparticulas [77] ou outros polimeros [70] para torna-los por exemplo mais condutores
ou adicionar alguma carateristica que ndo possuem (ex.: magnéticos).

Os polimeros condutores sdo muitas vezes misturados com materiais capazes de os tornar
mais biocompativeis através do uso de proteinas mas também pode ser utilizado no revestimento
de outros polimeros [78, 79] ou blendings [74].

Encontram-se na literatura varios exemplos deste tipo de materiais e a sua aplicacédo em
engenharia de tecidos. Lee et a/ produziram nanofibras de poli(acido lactico-co-acido glicolico)
(PLGA) e revestidas com Ppy com o objetivo de se aplicarem na regeneracao de tecido nervoso
através da aplicacdo de estimulos elétricos. Nesse estudo verificou-se que as membranas, além
de suportarem o crescimento e a diferenciacdo celular, permitiam uma melhor diferenciacéao
celular quando acompanhadas da aplicacdo de estimulos elétricos [80]. Aznar Cervantes et a/
aplicaram o revestimento de Ppy mas em fibras de fibroina de seda comprovando a adesao e a
proliferacdo de células mesenquimais [81]. Outro exemplo, com um polimero condutor diferente,
o PANI sao fibras resultantes da mistura deste polimero com gelatina que tiveram resultados
prometedores na proliferacao e diferenciacao de células cardiacas [82].

De uma forma geral, verifica-se que ha uma tendéncia para serem empregues polimeros
piezoelétricos e condutores em fibras em engenharia de tecidos. As fibras sdo capazes de
mimetizar a MEC e a producédo pode ser feita com diferentes polimeros, o que fazem com que
estas possuam carateristicas excecionais e promissoras para a sua aplicacao em engenharia de
tecidos [83].

Existem variados métodos para se produzir fibras: drawing [84], template synthesis [85],

separacao de fase [86], selfassembly [87], ou electrospinning [50]. Esta ultima tem sido o
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processo mais escolhido para a producao de fibras, uma vez que é simples, permite o controlo

das carateristicas das fibras e funciona com diversos polimeros.

2.8  ELECTROSPINNING

A técnica de electrospinningfoi inventada por Formhals Anton em 1934 e permite produzir
fibras através de um jato carregado eletricamente de um determinado composto [88].

E necessario ter algumas condices para que este processo se realize: o polimero
necessita de ser sollvel, é necessaria uma fonte de tensao, uma bomba de fluxo com uma seringa
e uma agulha e um coletor que pode ser estatico ou rotativo, como exemplificado na figura 3. O
polimero que se encontra na ponta da agulha possui uma tensdo de superficie e é submetido a
um campo elétrico, induzindo uma carga na solucdo que por sua vez provoca repulsao de cargas
e uma forca diretamente oposta a tensao de superficie. A medida que a tensdo aumenta, a solucéo
na ponta da agulha, que formava uma forma hemisférica, alonga-se formando um cone (Cone de
Taylor). Quando chega ao valor critico e a tensao de superficie é ultrapassada pelas forcas elétricas
repulsivas, ha a formacéo de um jato carregado. H4 medida que o jato voa, o solvente evapora
criando uma fibra de polimero carregado que é controlada pelo campo elétrico formado e que se
dirige ao coletor onde é recolhida [89].

O diametro das fibras depende de diferentes condicdes: a distancia da ponta da agulha
ao coletor, o fluxo, a temperatura ambiente durante a formacao da fibra, a tenséo, o diametro da

agulha, a viscosidade, entre outras [13].

BOMBA DE FLUXO

FONTE DE TENSAQ

B Ry -« [

COLETOR

Figura 3 - Esquema de um sistema de electrospinning para formacao de fibras nao orientadas observando-
se a fonte de tensao, a bomba de fluxo e o coletor estatico.
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3.1 MATERIAIS

Para o electrospinning o PVDF (Solef 5130) e o dimetilformamida (DMF) foram adquiridos
a Solvay e a Merck, respetivamente.

Para a deposicao de polimero condutor foram utilizados os seguintes compostos: Anilina
(ANI), Pirrole (Py), N-fenil-p-fenilenodiamina (N-PPDA), acido canforsulfénico (CSA), acido salicilico
(SA), perdxido de hidrogénio (H.0,), acido cloridrico (HCI), cloreto de ferro (Ill) (FeCl:) foram
adquiridos a Sigma Aldrich. O etanol (EtOH, pureza 99%) foi adquirido por Panreac e o EtOH a
70% adquirido a Manuel Vieira & Companbhia, Lda.

3.2 PRODUGAOQ DE FIBRAS DE PVDF POR ELECTROSPINNING

O PVDF com uma concentracao de 17% w/w foi totalmente dissolvido em DMF, em
agitacdo magnética. De seguida, colocou-se a solucdo numa seringa esterilizada com uma agulha
com um diametro de 0,5 mm. A bomba de fluxo utilizou um fluxo constante de 0,4 mL/h e a fonte
de alta tenséo da Glasman (modelo PS/FC30P04) aplicou uma voltagem aplicada de 13 kV entre
a ponta da agulha e o coletor que se encontravam a 20 cm de distancia [13]. Neste trabalho foram
utilizados dois tipos de coletores: um estatico, que consistia numa placa de esferovite recoberta
com uma folha de aluminio para formar fibras ndo orientadas (NO), e um dinamico, que consistia
num motor ligado a um cilindro também ele recoberto com folha de aluminio para formar fibras

orientadas (0O).

3.3 DEPOSICAO DO POLIMERO CONDUTOR

Os polimeros condutores escolhidos para deposicdo nas fibras de PVDF foram o PANI e o
Ppy.

A deposicao com PANI dividiu-se em duas estratégias (figura 4): na primeira optou-se por
uma via mais comum através da utilizacdo do ANI para iniciar a polimerizacdo e na segunda
utilizou-se uma nova abordagem, a utilizacdo do N-PPDA para inicio da sintese da PANI. Foram
utilizados dois oxidantes diferentes: o FeCl; e o H,0, e os agentes dopantes utilizados foram o HCI,

0 SAe o CSA.
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Polimero condutor PANI
Inicio da sintese N-PPDA ADI
Oxidantes H,0, —— FeCls H,0, —
HCI SA HCI SA HCI SA
Agentes
dopantes
CSA CSA CSA

Figura 4 - Esquema com os diversos métodos utilizados para deposicao de PANI.

A deposicdo com Ppy (figura 5) foi feita a partir do Py e alterou-se apenas o oxidante (FeCl,

e H,0,) e os agentes dopantes (NaCl, HCI, SA e CSA).

Polimero Ppy
condutor

Inicio da sintese Py

Oxidantes H,0, FeCl;

HCI SA HCI SA

Agentes
dopantes

CSA CSA NaCl

Figura 5 - Esquemas com os diversos métodos utilizados para deposicao de Ppy.

De seguida ¢ mencionado o protocolo relativo & amostra mais consensual e em que foram

feitos os testes de proliferacdo celular.

PROTOCOLO DE DEPOSICAO:

Cortou-se a amostra de PVDF com as dimensdes pretendidas (5 x 5 cm) e colocou-se

numa solucdo de EtOH:dH.O (1:5) até que a fibra se tornasse totalmente transparente.
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Num gobelé colocaram-se 14 mM de Py e 14 mM de NaCl em 37,5 mL dH,0 e
homogenizou-se (solucao 1). Ao mesmo tempo, num baldo volumétrico de 25 mL foi dissolvido 30
mM de FeCl; em dH.0O (solucéo 2).

Retirou-se a fibra da solucdo aquosa de EtOH e colocou-se na solucdo 1 e deixou-se
incubar por cerca de 10 minutos a temperatura ambiente. A 4 °C, adicionou-se a solucdo 2 a
solucéo 1 e deixou-se incubar por 24 horas a essa temperatura. No final, as fibras apresentavam
uma cor preta e sem a presenca de agregados. Posteriormente, a fibra revestida foi lavada com
dH.O e EtOH a 70% varias vezes até que a solucao a desperdicar se mantivesse incolor e livre de

residuos. A amostra foi seca a temperatura ambiente.

3.4  TECNICAS DE CARATERIZAGAO

3.4.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO

A microscopia eletronica de varrimento (SEM do inglés Scanning Electron Microscope) é
uma técnica de imagem microscopica. As fibras de PVDF O e NO sem revestimento e as revestidas
com polimero condutor foram analisadas através desta técnica com magnificacdo de x1K, x5K e
x10K e uma voltagem de 2 kV.

Foram também analisadas as fibras submetidas a estiramento utilizando a maquina de
teste universal AG-IS da Shimadzu no modo tensdo com uma célula de carga de 50 N. As imagens
de SEM com magnificacao de x1K, xbK e x20K e voltagem de 2 kV foram tiradas na regido do
centro das amostras onde as mudancas causadas pelo estiramento eram mais provaveis de serem
observadas.

Todas as amostras foram recobertas com ouro e analisadas por SEM (Quanta 650, FEI).

Procedeu-se depois a medicao dos diametros das fibras pelo programa ImageJ.

3.4.2 ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADAS DE FOURIER E
REFLECAO TOTAL ATENUADA

A espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier e refleccao total atenuada
(FTIR-ATR, do inglés Fourier transformed infrared-attenuated total reflectance) permite distinguir
as diversas formas cristalinas do PVDF [28]. A amostra foi medida no intervalo entre 600 e 4000

cm?, mas o intervalo de interesse avaliado foi de 600 a 1100 cm-.
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A partir dos resultados obtidos no FTIR é possivel calcular a quantidade relativa de fase o
(F(a)) e fase B (F(B)) presentes nas amostras de fibras orientadas e ndo orientadas de PVDF
através da equacao 1.

Ap
(Kp/Ka)Aa+Ag'

F(B) =

Equacao 1

onde F(B) representa o conteudo da fase B, Aue Agrepresentam a absorvancia a 766 e
840 cm* sendo que estes numeros de onda correspondem a F(a) e F(B) do material
respetivamente, Kae Kpsdo os coeficientes de absorcdo dos nimeros de onda e os valores sao
6,1x10% e 7,7x10¢ cm? /mol, respetivamente [90].

As amostras analisadas por FTIR-ATR foram as fibras de PVDF O e NO nao revestidas.

3.4.3 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARRIMENTO

A analise de um material utilizando a calorimetria diferencial de varrimento (DSC, do inglés
Differential scanning calorimetry) permite avaliar as transicoes de fase que o material sofre,
permitindo recolher informacoes relativas as propriedades fisicas do mesmo tais como o grau de
cristalinidade. Para efetuar a medicao, em cadinhos de aluminio é colocada uma quantidade de
amostra com um peso semelhante entre si e, que depois de devidamente selados, foram
colocados no forno. O procedimento iniciou com o aquecimento da amostra e posterior
arrefecimento no intervalo de temperatura entre 40 °C e 220 °C. Esta técnica permite a medicao
do grau de cristalinidade (AX.) da amostra (equacéo 2), em conjunto com os valores obtidos no

FTIR-ATR.

AH
AX. = Equacdo 2

o XAHg+yAHg'

onde AH ¢ a entalpia de fusao da amostra em consideracao, AH« € AHg s@o a entalpia de
fusdo de uma amostra 100% cristalina na F(a) e F(B) com os valores de 93,07 J/ge 103,4 J/g
respetivamente, e xe yé a quantidade da F(a) e F(B) presente na amostra respetivamente sendo

0s valores obtidos por medicoes de FTIR-ATR.
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3.4.4  CARATERIZACAO MECANICA E ELETROMECANICA

A caraterizacdo mecanica das fibras de PVDF foi realizada através de testes mecanicos
que permitiram a obtencdo de curvas de tensdo-deformacao, o tipo de rutura que as fibras
apresentam e o calculo do médulo de Young (mddulo de elasticidade que permite medir a rigidez
do material) para cada tipo de fibra.

As amostras de PVDF O e NO foram cortadas em retangulos de 2,5 x 1 cm e medida a
sua espessura. No caso das fibras O foram cortadas amostras em trés direcoes diferentes (0, 45
e 90°) como demonstra a figura 6. As fibras depositadas com polimero condutor também foram
avaliadas mecanicamente, mas apenas as fibras O na direcao a 0°.

As amostras foram estiradas utilizando o equipamento Linkam TST350 (Linkam Scientific

Instruments, Surrey, UK) com cargas de 20 N e 200 N (no caso das fibras orientadas a 0°).

Strain

e

1 -—- ORIENTACAO DA FORCA
— === ORIENTACAC DA FIBRA

Figura 6 - Estiramento das fibras de PVDF O nas diferentes direcdes (0, 45 e 90°) de acordo com a
orientacao das fibras.

Na tabela 2 encontram-se todas as denominacdes das amostras estiradas. Para cada

ensaio foram realizadas 3 réplicas.
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Tabela 2 - Designacao das amostras estiradas.

Fibras de Angulo de Sienificado Designacao Carga da
PVDF estiramento g da amostra célula (N)
Estiramento das fibras na
0° direcdo da orientacao das 0_0° 200
fibras
0 450 Estiramento das fibras 45° 0 450 20
da orientacao das fibras -
90° Estlrgment? da-se 90 da 0.90° 20
orientacao das fibras
Orientacao
NO nao definida ) NO 20
0 com Estiramento das fibras na
. 0° direcdo da orientacao das 20
revestimento )
fibras

Para os testes eletromecanicos foram utilizadas as fibras revestidas com polimero
condutor que foram cortadas com um tamanho de 3 x 1 cm, medida a sua espessura e de seguida
foram colocados elétrodos em cada uma das pontas. Utilizou-se a maquina de teste universal AG-
IS da Shimadzu com uma carga de 50 N no modo tensdo (ciclos) e mediu-se a resisténcia
utilizando o multimetro da Agilent. Procedeu-se a medicdo dos ciclos (com 1%, 2% e 5% de

deformacao) apds um estiramento inicial de 10% da amostra.

3.4.5 ANGULOS DE CONTACTO

A molhabilidade das fibras de PVDF O, NO e revestidas com um polimero condutor foi
determinada pela medicao de angulos de contacto. Colocou-se uma gota de 3 uL de dH,O na
superficie do material a temperatura ambiente e utilizou-se o instrumento de analise OCA15
Daphysics para medir o angulo de contacto que a gota faz com a superficie do material. Foram

realizadas 6 medicdes por cada amostra em diferentes locais e depois calculada a média.
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3.4.6 RESISTIVIDADE ELETRICA DA SUPERFICIE

A resistividade da superficie (R.) foi medida como previamente descrita em [80]. Foram
utilizados dois elétrodos colocados a 1 cm um do outro e a resisténcia foi medida utilizando um
multimetro (Extech Instruments). A resistividade da superficie foi medida através da férmula
apresentada na equacéo 3.

C .
R; = RX o Equacao 3
onde R é a resisténcia medida entre os dois elétrodos, C o comprimento da amostra e D

a distancia entre os dois elétrodos, sendo as unidades ohm por quadrado (Q/sq).

3.4.7 CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade das amostras produzidas foi realizada de acordo com a
norma ISO 10993-5.

Na cultura celular, as células utilizadas foram os mioblastos de rato C2C12 e foram
colocadas em expansao em frascos de cultura celular de 75 cmzcom meio modificado £agle da
Dulbecco (DMEM do inglés Dulbecco's modified Eagle’s médium, Gibco), contendo 4,5 g/L de
glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS do inglés Fetal bovine serum, Biochrom)
e 1% penicilina/estreptomicina (P/S do inglés penicillin/streptomycin, Biochrom). As células foram
incubadas sob condicdes standarda 37 °C com ar humidificado a 95% contendo uma atmosfera
de 5% de CO,. O meio de cultura foi mudado a cada dois dias até que as células chegassem a
uma confluéncia de 60%-70% e entao tripsinizadas com 0,05% de tripsina-EDTA.

As fibras com e sem revestimento foram cortadas com uma area de 3 cm? e esterilizadas
com 3 lavagens de solucao salina de fosfato tampao (PBS do inglés Phosphate-buffered saline,
Gibco) por 5 minutos. As amostras foram colocadas numa placa de cultura celular de 24 pocos
de poliestireno com DMEM, contendo 4,5 g/l de glucose juntamente com 10% de FBS e 1% P/S
de sob condicoes de cultura standard (37 °C e 95% de ar humidificado contendo 5% CO,) e
incubadas por 24 horas.

Ao mesmo tempo, as células C2C12 foram semeadas numa placa de 96 pocos de
poliestireno com uma densidade de 1,5 x 10+ células/mL e incubadas por 24 horas para permitir

a adesao celular a placa.
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Apds 24 horas, o meio de cultura da placa de 96 pocos que continha as células foi
removido e substituido pelo meio extraido da placa contendo as amostras (100 uL/poco). De
seguida, as células foram incubadas por 24 e 72 horas e apds cada tempo de incubacdo, o numero
de células viadveis foi quantificado por brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT, Sigma Aldrich), um ensaio colorimétrico. O MTT, que ¢ um composto amarelo, é reduzido
metabolicamente pelas células vidveis a cristais de formazano de cor azul violeta. O nimero de
células viaveis correlaciona-se com a intensidade da cor determinada pelas medicoes fotométricas
depois da dissolucao dos cristais de formazano em alcool. Neste ensaio, 0 meio em contacto com
as células é retirado e substituido por uma solucao de MTT (5 mg/mL de MTT dissolvido em
DMEM na proporcao de 1:10) e incubado no escuro a 37 °C por 3 horas. Depois disso, a solucao
de MTT foi removida e o formazano precipitado foi dissolvido em 100 uL de dimetilsulfoxido
(DMSO0) por cada poco. A quantificacao foi feita através da medicdo da absorvancia a 570 nm
usando um leitor de placas espetrofotométrico (Biotech Synergy HT).

Todos os resultados foram obtidos a partir de 4 réplicas por cada tipo de amostra (n=2) e
analisados como a viabilidade média + desvio padrao (SD do inglés standard deviation). A
percentagem da viabilidade celular foi calculada através da equacao 4, em que o controlo negativo
representa as células nos pocos que continham meio de cultura (isto &, que nao estiveram em

contacto com as amostras).

Absorbancia da amostra

Viabilidade celular (%) = X100, Equacao 4

Absorbancia do controlo negativo

3.4.8 CULTIVO ESTATICO - PROLIFERACAQO CELULAR

Para o ensaio de proliferacado celular foram cultivadas células C2C12 nas fibras com e
sem revestimento numa placa de 24 pocos a uma concentracdo de 1x10scélulas/mL. As fibras
foram cortadas em circulos com 13 mm de didmetro e a esterilizacdo das amostras foi igual a
realizada nos ensaios citotoxicos.

Apds 24 e 72 horas, foi avaliada a proliferacao celular, assim como a morfologia celular
nos diferentes substratos.

Em relacédo a proliferacao celular, essa foi quantificada com 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio (MTS, CellTiter 96-Aqueous one solution reagent,

Promega). Nesse ensaio, o0 MTS (inicialmente amarelo) é bioreduzido, através de NADPH ou NADP
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produzido por enzimas mitocondriais encontradas nas células metabolicamente ativas, a um
produto castanho, o formazano, que é soluvel no meio de cultura. O sobrenadante foi removido
apos cada tempo de incubacao e as amostras lavadas com PBS. De seguida, DMEM sem fenol
vermelho e FBS foi a adicionado a solucdo de MTS numa mistura com uma razdo de 1:5 e
incubadas a 37 °C com 5% de CO,. Apds 3 horas de incubacéo, foi transferido 100 mL de cada
poco em triplicado para uma placa de 96 pocos e a densidade ¢tica foi medida a 490 nm. A
quantidade de formazano produzido é proporcional ao numero de células vidveis e
consequentemente uma avaliacao indireta de proliferacéo celular.

Relativamente a morfologia celular, apos a incubacdo o meio foi retirado e as amostras
foram lavadas com PBS. Posteriormente, as fibras foram fixadas com 4% de formalaldeido (Sigma)
em PBS por 1 hora a temperatura ambiente. As células foram lavadas novamente com PBS e
desidratadas com um gradiente de etanol (10, 30, 50, 60, 70, 80, 90 e 100% de etanol em dH.0).
Posteriormente, as amostras foram secas a temperatura ambiente, depositado ouro e avaliadas

no SEM.
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4.1 ANALISE DAS PROPRIEDADES DAS FIBRAS PURAS DE PVDF

Numa primeira fase foram analisadas as fibras puras de PVDF produzidas por
electrospinning de forma a carateriza-las relativamente a sua estrutura, morfologia e propriedades

mecanicas.

4.1.1 ANALISE ESTRUTURAL DAS FIBRAS DE PVDF

A analise dos resultados obtidos através das técnicas de DSC e FTIR permitiu analisar a
estrutura do PVYDF nomeadamente a cristalinidade e a quantidade de F(a) e F(B) das fibras de
PVDF O e NO (tabela 3).

A técnica de DSC permite concluir sobre as propriedades fisicas de diferentes materiais e
como estas se alteram em funcdo da temperatura e do tempo permitindo o estudo de pontos de
fusao, cristalinidade, fases de transicéo, entre outros [91]. Neste trabalho, o DSC foi empregue
com o objetivo de investigar a percentagem de cristalinidade das fibras de PVDF O e NO. A
importancia desta carateristica no PVDF reflete-se na influéncia que possuiu na piezoeletricidade
do material visto que a interfase entre a fase cristalina e amorfa é importante na ocorréncia de
fendmenos piezoelétricos [92].

De acordo com a literatura, os valores de cristalinidade das fibras de PVDF encontram-se
entre 50-60% [90]. Os valores obtidos estao de acordo com estudos anteriores (tabela 3). Através
da observacao do grafico de DSC (figura 7) é possivel verificar que as curvas de fluxo de calor
entre as fibras O e NO sdo semelhantes assim como os picos de temperatura - indicativos das
temperaturas de fusao do polimero (O = 164 °C, NO = 163 °C) que comparativamente aos valores

tedricos se situam nos 167 °C [13].
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Figura 7 - Grafico de DSC das amostras de PVDF O e NO.

Estudos feitos com filmes de [3-PVDF indicam um valor de cristalinidade de 47% e os picos
de temperatura encontram-se por volta dos 157 °C [93] indicando diferencas estruturais entre os

filmes e fibras do PVDF.
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Figura 8 - Grafico do espetro de FTIR-ATR das amostras de PVDF O e NO.
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A percentagem de F(B) indica a quantidade de piezoeletricidade presente na amostra.
Através da técnica de FTIR é possivel caraterizar a quantidade de F(a) e F(B) através da analise
dos picos carateristicos de cada fase (figura 8). Os valores encontrados na literatura para as fibras
produzidas por electrospinning com uma tensao aplicada de 15 kV apontam percentagens de F([)

na ordem dos 86% [50].

Tabela 3 - Quantidade obtida da F(x), F(B) e cristalinidade das fibras de PVDF orientadas e néo orientadas.

%

F(a) 16,4

PVDF orientado F(B) 83,6
AX, 51,5

Flo) 58

PVDF nao orientado F(B) 94,2
AX, 52,1

Ao analisar os resultados obtidos, verifica-se que as fibras O e NO encontram-se préximas
desses valores, com 83,6% para as fibras O e 94,2% para as fibras NO (tabela 3), o que esta de
acordo com os valores encontrados na literatura. O erro do instrumento pode influenciar os valores

em + 5%.

4.1.2 ANALISE MORFOLOGICA DAS FIBRAS DE PVDF

A morfologia das amostras obtidas foi analisada por SEM. Através das imagens obtidas foi
possivel observar a topografia da amostra, a direcdo que as fibras apresentam, a uniformidade do
diametro das fibras, o aparecimento de outras morfologias nas fibras durante a producéo das
mesmas (por exemplo, a presenca de beads) e calcular o didmetro médio para cada amostra.

Pela observacéo da figura 9 verifica-se que ambas as fibras de PVDF (O e NO) sdo bastante
uniformes e nao se observa em nenhuma a presenca de beads. Nas fibras O consegue-se definir
uma orientacdo contrariamente as fibras NO, em que as direcdes que seguem sao aleatorias, o

que esta de acordo com o previsto.
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Figura 9 - Imagens de SEM das fibras de PVDF. A e B — Fibras NO com uma ampliacdo de 100 um e
20 um, respetivamente, e C e D — Fibras O com uma ampliacao de 100 um e 20 pm, respetivamente.

A orientacdo das fibras & um requisito importante pois varios estudos revelam que alguns
tipos de células (como por exemplo os mioblastos) quando cultivadas em fibras com uma
orientacao definida proliferam e diferenciam melhor do que as cultivadas em fibras que possuem
uma orientacao aleatdria [94, 95].

Outro parametro avaliado foi o didametro médio das fibras obtidas (figura 10). As fibras NO
possuem um diametro médio de 721 + 89 nm e as fibras O apresentam um didametro médio de
761 + 124 nm. As fibras O possuem um desvio maior o que pode dever-se ao movimento do
coletor rotativo que induz a formacéo de fibras com diametros mais dispersos. O diametro das
fibras € um fator relevante para os cultivos celulares pois as células sdo capazes de terem a
percecao do didmetro das fibras podendo alterar o seu comportamento com consequéncias na

forma como ocorre a adesao e o crescimento celular no scaffold [96].
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Figura 10 - Diametro médio das amostras de PVDF O e NO.

A molhabilidade das amostras também foi avaliada através da medicao dos angulos de
contacto nas fibras obtidas.

As amostras de PVDF O e NO possuem um comportamento hidrofébico de acordo com os
valores obtidos (tabela 4). Contudo, a avaliacao da hidrofobicidade das fibras produzidas por
electrospinning s6 podera ser feita qualitativamente e nao quantitativamente pois devido a
superficie rugosa das fibras, as gotas nao fazem um contacto total com a superficie e, por isso, 0s

valores apresentados nao refletem o verdadeiro grau de hidrofobicidade do polimero [97].

Tabela 4 - Valores da média dos angulos de contacto das diferentes amostras.

Média de angulos de contacto

PVDF O 145,2 + 2,6°

PVDF NO 133,4 + 3,2°

4.1.3 PROPRIEDADES MECANICAS DAS FIBRAS PURAS DE PVDF

As propriedades mecéanicas de um material estdo dependentes da sua composicao e da
sua estrutura quimica e € um dos requisitos na escolha de certos materiais para uma determinada
aplicacao. Um material quando sujeito a um estimulo mecéanico apresenta um determinado
comportamento e & a partir deste que se podem estudar diferentes parametros, como por

exemplo, a resisténcia, a rigidez e 0 modulo de elasticidade.
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As fibras de PVDF O e NO foram submetidas a uma forca de tensdo e o seu
comportamento mecanico foi estudado através da avaliacdo de graficos de tensdo-deformacao e
do calculo do modulo de Young.

As fibras 0_45°, 0_90° e NO apresentam curvas de tensdo-deformacdo bastante
similares entre si, com a excecdo das fibras O_0° como se pode observar na figura 11 A. As
propriedades mecanicas das fibras de 0_45°, 0_90° e NO sdo mais baixas que as fibras O_0°
€, por isso, as ultimas suportam valores de tensao maiores, ou seja, necessitam da aplicacao de

uma tensao maior para que ocorra deformacéo tanto a nivel elastico como plastico.
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Figura 11 - Graficos das propriedades mecanicas das fibras de PVDF: A - Curvas de tensao-deformacéo e
B - Médulo de Young relativamente ao grau de inclinacao entre a fibra e direcao de estiramento das fibras de PVDF
puras O e NO.

Quanto aos modulos de Young, através da figura 11 B é possivel verificar que nas fibras
O estas dependem do grau de inclinacao entre a fibra e a direcéo de estiramento. Contrariamente
observa-se, como seria esperado, que o mddulo de Young das fibras NO é independente do grau
de inclinacdo, uma vez que essas ndao possuem nenhuma orientacdo definida e, por isso, em
qualquer grau de inclinacao sdo esperados valores semelhantes.

As fibras O_0° possuem o valor de modulo mais elevado com 225 + 16 MPa que diminuiu
nas fibras de O_45° (27 + 2 MPa) e de 0_90° (23 + 2 MPa). Estes resultados sao consistentes
com o trabalho realizado por Heo et a/ que verificou que as fibras de PCL produzidas por
electrospinning, quando submetidas a uma caraterizacao mecanica semelhante, os médulos de
elasticidade diminuiam a medida que o angulo entre a direcéo de estiramento e a direcao das
fibras aumenta [98]. Ao analisar o valor do médulo de Young das fibras NO (aproximadamente

129 + 25 MPa), verifica-se que esse é superior ao das fibras O_45° e das 0_90°. Este
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comportamento podera dever-se ao facto de existir uma maior quantidade de fibras na direcdo de
estiramento nas fibras NO do que nas fibras O nas outras direcdes.

Para testar a hipotese colocada e confirmar qual o fendmeno associado as variacoes das
fibras quando aplicada uma tensédo em diferentes direcdes, foi feito um estudo da sua morfologia
apoés o estiramento das fibras a 3% (fase elastica), a 16% (fase plastica) e a 100% (altas
deformacdes) tanto nas fibras O nas diferentes direcées como nas fibras NO (figura 12). Através
das imagens de SEM obtidas, é possivel observar, em todas as amostras, uma reorientacao das
fibras na direcao do estiramento. Esse & menos acentuado nas amostras O_0°, uma vez que a
maioria das fibras ja se encontra alinhadas na direcdo do estiramento. A reorientacao das fibras,
principalmente nas fibras com direcdes diferentes, tende a formar aglomerados de fibras, como

se pode ver nitidamente nas fibras O_90°.

Figura 12 - Imagens de SEM da orientacao das fibras de PVDF O_90° com diferentes graus de estiramento
0%, 3%, 16% e 100%.

Pela observacao das imagens da figura 12, as fibras NO parecem reorientar-se mais
rapidamente que as fibras O a 45 e 90°. Este comportamento confirma a hipdtese acima referida
de existir uma maior quantidade de fibras que estdo na direcao de estiramento nas fibras NO
comparativamente as fibras O a 45 e 90°. Estes resultados vao de encontro ao demonstrado na
literatura em que foi comprovado que um aumento do numero das fibras de PCL alinhadas na
direcdo de estiramento podia aumentar o Modulo de Young por 125% e o limite de elasticidade

por 150% [99].
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Para comprovar a mudanca de direcao das fibras foi também medida a orientacao das
fibras com e sem estiramento. A figura 13 representa a medicao da orientacao de fibras 0_90°,
uma vez que é a amostra que sofre maior reorientacao de todas, visto a direcao das fibras ser
totalmente perpendicular a direcdo em que é aplicada a tensdo. Apos a analise dos graficos,
verifica-se 0 aumento do numero de fibras aproximarem-se da direcdo oposta a inicialmente, a
medida que o estiramento da amostra continua a aumentar. As fibras vao se reorientando na
direcdo em que estd a ser aplicada a tensdo, verificando-se que, quando chega a 100% de
deformacdo, a maioria das fibras ja se encontra na sua maioria reorientada. Pode-se observar o

mesmo comportamento nas fibras NO e O_45° e com menor incidéncia nas O_0°.
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Figura 13- Medicao da orientacéo das fibras O_90° nos diferentes graus de estiramento, A - 0%, B - 3%, C
-16% e D - 100%.

A variacao do diametro médio das fibras com o grau de estiramento foi também estudada
(figura 14). Antes do estiramento, as fibras NO apresentam um valor de didmetro médio de 954
+ 90 nm e as fibras O de 794 + 198 nm. Na figura 14, é possivel observar que o didametro médio
das fibras varia quando a tensao aplicada e o grau de estiramento aumentam, verificando-se uma

diminuicdo do tamanho médio.
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Figura 14 - Valores médios de diametro das diferentes fibras de PVDF A) 0_0°, B) 0_45°, C) 0_90° e D)
NO nas diferentes orientacdes estiradas a 3, 16 e 100%.

Nas deformacdes mais elevadas (100%), a diminuicdo do didametro é mais acentuada
nas amostras a 0_0° (425 + 108 nm) reduzindo para quase metade do seu valor inicial. A
diminuicdo nao ¢ tao elevada nas fibras O_45° (589 + 148 nm) e 0_90° (751 + 153 nm), pois
a tensdo aplicada tem uma maior influéncia na reorientacéo das fibras. Comparando com as fibras
NO (496 + 113 nm) estas possuem uma maior diminuicdo do que as fibras O a 45 e 90°.

As propriedades mecéanicas do PVDF permitem concluir que as fibras deste polimero
possuem um comportamento anisotrépico quando possuem uma orientacdo definida. Quando
submetidos a uma tensao verifica-se que ha uma reorientacao das fibras que € maior quanto maior
for 0 angulo de inclinacao entre a direcao das fibras e a direcdo de estiramento. Estes fatores sao
importantes porque estudos revelaram que a orientacédo e a direcao das fibras sao fatores
importantes para a proliferacao e a diferenciacao celular pois esses podem mudar a expressao de

genes nas células [98].
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4.2 FIBRAS REVESTIDAS COM POLIMERO CONDUTOR

A analise da morfologia das fibras de PVDF e o estudo das suas propriedades mecéanicas
permite que se compreenda como a deposicdo de polimero condutor podera afetar as suas
carateristicas e numa fase seguinte podera influenciar o comportamento celular e a aplicacédo de

estimulos.

4.2.1 CONDUTIVIDADE E CITOTOXICIDADE

Na deposicao de polimero condutor foram testados diferentes polimeros condutores e
diferentes oxidantes e dopantes de forma a escolher as amostras mais adequadas tendo em conta
0 objetivo proposto. Os fatores decisivos eram a condutividade que a amostra possuia e a sua
biocompatibilidade celular determinada por testes de citotoxicidade. Apds a escolha, as amostras
foram alvo de um estudo de caraterizacdo mais apropriado, passando para os testes de
citotoxicidade, e a amostra mais consensual foi escolhida para testes de proliferacao celular.

Na tabela 5 encontram-se os resultados das amostras em que foi registada a presenca de
condutividade através da medicdo da resistividade elétrica da superficie. Quanto maior for a

resistividade da superficie menor sera a condutividade da amostra.
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Tabela 5 - Amostras produzidas e a respetiva resistividade elétrica (R,) da superficie.

Fibras de PVDF com deposicao de R. (Q/sq) Fibras de PVDF com deposicao de R.(Q/sq)
PPy (Py+Oxidante+Dopante) PANI (ANI ou N-PPDA+Oxidante+Dopante)
Py + FeCl, + NaCl 2,9 x 10° ANI + FeCl,+ HCI 1,5 x 10¢
Py + FeCl, + HCI X ANI + FeCl, + SA 5,2 x 108
Py + FeCl, + SA X ANI + FeCl, + CSA X
Py + FeCl, + CSA X ANI + H,0, + HCI 3,3 x 10¢
Py + H.0,+ HCI X ANI + H,0, + SA 2,4 x 10¢
Py + H.0, + SA X ANI + H.,0, + CSA 3,8 x 10
Py + H.0, + CSA X N-PPDA + H,0, + HCl 12,7 x 10¢
N-PPDA + H,0, + SA 12,8 x 10¢
N-PPDA + H,0, + CSA X

Legenda: x - Nao mensuravel
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As amostras que possuiam valores mensuraveis de resistividade de superficie foram
escolhidas para os testes de citotoxicidade. Esses testes permitem compreender se a amostra
liberta substancias toxicas ou altera substancialmente o meio, o que pode desencadear a morte
celular. Os resultados do teste de citotoxicidade encontram-se apresentados na figura 15.
Considera-se o controlo negativo o controlo com 100% de viabilidade celular e o controlo positivo

em que as células se encontram mortas (20% de DMSO).

I Controlo negativo I ANI + H,0, + CSA
1201 I Py + FeCl, + NaCl I ANI + H,0, + SA
1 I N-PPDA + H,0,+HC! [ N-PPDA +H,0,+ SA
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Figura 15 - Viabilidade celular das diferentes amostras de PVDF revestidas apds 72 horas.

De acordo com a ISO 10993-5 sao consideradas amostras ndo citotoxicas, as amostras
que apresentam uma viabilidade celular acima de 70%. Sendo assim, as amostras que
preencheram o0s requisitos de condutividade e ao mesmo tempo nao foram consideradas
citotéxicas foram: o PVDF revestido com PPy tendo o FeCl, como agente oxidante e o NaCl como
agente dopante, e o PVDF revestido com PANI a partir do N-PPDA tendo o H,0, como agente
oxidante e o SA como agente dopante. Estas duas amostras foram escolhidas para testes de
caraterizacao mais aprofundados e foram avaliadas a sua morfologia, hidrofobicidade e

propriedades mecanicas.

4.2.2 MORFOLOGIA E HIDROFOBICIDADE DAS AMOSTRAS

As fibras revestidas com polimero condutor foram observadas através da técnica de SEM
para serem retiradas ilacdes de como ocorria a deposicdo de polimero condutor nas fibras e se

havia alteracdes significativas na sua morfologia. Como se pode analisar pela figura 16 é possivel
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observar que as fibras de PVDF revestidas com Ppy (figura 16 A) e com PANI (figura 16 B) possuem
uma camada em volta das fibras mais rugosa comparativamente as fibras sem revestimento. Para
verificar que existe um revestimento em volta das fibras individualmente foi medido o didmetro
médio de cada. As fibras revestidas com Ppy possuiam um didmetro de 802 + 103 nm enquanto
as fibras revestidas com PANI possuiam um didametro de 849 + 129 nm, verificando-se um

aumento do tamanho do didametro médio comparativamente as fibras sem revestimento.

Figura 16 - SEM das fibras de PVDF revestida com A) Ppy e B) PANI.

0 comportamento hidrofébico das fibras revestidas foi avaliado pela medicao de angulos
de contacto de forma a averiguar se houve alteracoes relativamente as fibras sem revestimento.
Os valores dos angulos de contacto (tabela 6) indicam que ndo houve uma alteracao significativa
entre as amostras revestidas com Ppy. Contudo, as fibras recobertas com PANI tornaram-se
extremamente hidrofilicas sendo impossivel realizar a medicdo de angulo de contacto, pois a fibra
era completamente permeavel a agua. Como foi acima referido, a medicao de angulos de contacto
de fibras s6 pode ser feita qualitativamente e nao quantitativamente. No entanto, pode-se

considerar que as fibras revestidas com PPy sdo hidrofobicas e as fibras revestidas com PANI

hidrofilicas.
Tabela 6 - Angulos de contacto das fibras de PVDF O revestidas com polimero condutor.
Média de angulos de contacto
PVDF O + Py + FeCl, + NaCl 142,3 +9,0°
PVDF NO + Py + FeCl, + NaCl 139,3 + 5,5°
PVDF O + N-PPDA + H,0, + SA Né&o calculavel
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4.2.3 COMPORTAMENTO MECANICO DAS FIBRAS REVESTIDAS DE PVDF

O comportamento mecanico das fibras revestidas foi investigado para averiguar se o
revestimento com o polimero condutor prejudica ou reforca a estrutura. Foram apenas estudadas
as fibras O_0° visto que nesta direcdo € que as fibras possuem um maddulo de Young maior e

suportam uma maior tensao. Os resultados encontram-se representados na tabela 7.

Tabela 7 - Modulos de Young das fibras revestidas com diferentes polimeros condutores.

Moédulo de Young (MPa)
PVDF 0_0° 225+ 16
PVDF O_0° + Py + FeCl, + NaCl 140 + 3
PVDF O_0° + N-PPDA + H,0, + SA 56 +8

As fibras revestidas com polimero condutor tém as suas propriedades mecanicas
alteradas. Comparando os médulos de Young, verifica-se que as fibras reduzem a sua capacidade
elastica em relacao ao PVDF sem revestimento estirado na mesma direcao. As fibras revestidas
com Ppy reduzem para menos de metade o mddulo de Young, enquanto as fibras revestidas com
PANI diminuem mais do triplo para o mesmo parametro. Ou seja, verifica-se que ha uma alteracao
das propriedades das fibras, e essa é superior nas fibras revestidas com N-PPDA do que as
revestidas com Ppy, pois sdo menos resistentes sob tensdes elevadas e mais frageis ao
estiramento. Por esta razdo, os estudos eletromecéanicos sé foram realizados com as fibras
revestidas com Ppy pois estdo menos alteradas pela deposicdo do polimero condutor além de

possuirem uma maior condutividade.

4.2.4 COMPORTAMENTO ELETROMECANICO DAS FIBRAS REVESTIDAS DE PVDF

0 estudo do comportamento eletromecanico de um material permite estudar como a
resisténcia elétrica varia quando as fibras sdo submetidas a ciclos de carga-descarga (figura 17 A)

e determinar o valor do Gauge Factorem cada ciclo de carga-descarga (figura 17 B).

48



CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAQ

0,05

0,054

49 0,04

€ (%)

0,02+

T T — T T T

20 0 20 4 60 8 100 10 140 160 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (s) € (%)

Figura 17 - A- Medicdes eletromecéanicas das fibras de PVDF O revestidas com PPy com uma pré-
deformacéo de 10% e com um ciclo de 5% de deformacdo; e B - Variacao relativa da resisténcia elétrica com a
deformacéo aplicada.

Apods a analise dos graficos, observa-se que a resisténcia acompanha a deformacao das
fibras, ou seja, ela aumenta linearmente com o aumento do estiramento e diminui quando as
fibras relaxam. Verifica-se que, apos o primeiro ciclo, a variacdo da resisténcia torna-se menor,
pois 0 material pode ja nao retornar ao seu estado inicial (alguma deformacao plastica é aplicada
para estas deformacdes). Através da variacao relativa da resisténcia com a deformacéao aplicada
(figura 17 B) é possivel calcular o Gauge Factor. Este valor indica a sensibilidade eletromecanica
da amostra e apresenta um valor médio para todos os ciclos de = 0,59 + 0,19. O comportamento

linear demonstra que esta amostra podera ser estudada como sensor eletromecanico [100].

4.2.5 PROLIFERAGCAO CELULAR DAS FIBRAS REVESTIDAS DE PVDF

0 estudo da proliferacao celular foi realizado nas amostras de PVYDF O e NO com e sem

revestimento com PPy dopadas com NaCl (figura 18).
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Figura 18 - Avaliacao da proliferacéo celular as 24 h e 72 h das amostras de PVDF O e NO com e sem
revestimento de Ppy.

A proliferacao celular foi avaliada através do ensaio com MTS. Pelo gréfico da figura 18, é
possivel comprovar que a taxa de proliferacdo aumentou em todas as fibras apds 72 horas. A
diferenca verificada nos valores de absorvancia entre as fibras com revestimento e as fibras sem
revestimento pode dever-se a uma diminuicdo da adesao celular as amostras. Existem varias
razdes apontadas para a diminuicao da adesao: as condicoes de sintese e do dopante que podem
alterar quimicamente a superficie, as células utilizadas ou a topografia do material que se encontra
modificada [101].

Ao analisar os resultados de caraterizacao, as hipdteses mais provaveis sao a mudanca
da topografia da amostra que pode influenciar as propriedades do material, como a hidrofobicidade
e a rugosidade ou alguma alteracdo quimica que pode fazer com que as proteinas existentes no
meio ndo adsorbem a amostra e, consequentemente, que haja uma menor taxa de adesao celular
a amostra. Lakard ef a/. obteve resultados semelhantes, em que verificou uma menor proliferacao
celular nos filmes de Ppy comparativamente a outros polimeros [102]. Gilmore et a/ produziu
diferentes filmes de Ppy dopados com diferentes compostos da MEC e observou que a rugosidade
e consequentemente, a hidrofobicidade tinha um papel importante na adesao e proliferacéo celular
de mioblastos, observando-se uma menor adesao celular em compostos mais rugosos [103].

Verifica-se que as fibras de PVDF NO revestidas com Ppy cresceram mais que nas fibras
O revestidas com Ppy, o que pode ser explicado pela diferenca do diametro das fibras. As fibras

de PVDF NO com Ppy possuem um diametro de 1047 + 180 nm enquanto as fibras de PVDF O
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revestidas possuem um diametro de 802 + 103 nm. Segundo alguns estudos da literatura, um
maior diametro nas fibras pode levar a uma maior proliferacao celular ao permitir a infiltracao
celular e assim a formacao de tecido, enquanto tamanhos menores podem impedir a ocorréncia
deste fenomeno [104].

Contudo, estes resultados permitem concluir que as fibras de PVDF revestidas com Ppy
promovem a proliferacdo celular, no entanto, as células aderem menos que nas fibras de PVDF

sem revestimento.

Figura 19 - Morfologia das células C2C12 semeadas nas diferentes amostras de PVDF apos 3 dias de
cultivo celular: A - O sem revestimento, B - NO sem revestimento, C - O revestidas com Ppy e D - NO revestidas com
Ppy.

Na figura 19 é possivel observar a morfologia celular apos 3 dias e confirmar, em conjunto
com os resultados apresentados na figura 18, que as células aderiram e proliferaram em todas as
amostras. Na figura 19 A e 19 C, as fibras O sem e com revestimento respetivamente, é possivel
ver que as células comecaram a alongar-se ao longo da direcdo das fibras. Ja nas figuras 19 B e
19 D, fibras NO sem e com revestimento de Ppy respetivamente, apesar de existir proliferacao as
células nao adquirem nenhuma orientacdo definida espalhando-se sobre as fibras. Este tipo de

células tem tendéncia a orientar-se ao longo das fibras como ja visto na literatura [12].
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5.1 CONCLUSOES

A Engenharia de tecidos é uma area em crescimento e que nas proximas décadas se
tornara uma das maiores areas em expansao na ciéncia com vista a diminuir as necessidades de
orgaos e tecidos para substituicdo na saude e aplicada indiretamente na descoberta e
desenvolvimento de curas menos prejudiciais ao ser humano e no conhecimento do ser humano.

A utilizacdo de polimeros permite avancos maiores na construcao de scaffolds ndo so6 pela
sua facil manipulacao, mas também a diversidade.

E importante ter a maxima que a estrutura produzida tem de mimetizar o mais possivel o
ambiente encontrado no organismo humano e oferecer as mesmas condicdes estimulantes que o
ambiente celular. A piezoeletricidade e a condutividade surgem como duas propriedades
importantes a considerar pois os estimulos mecanicos e elétricos sdo fundamentais para células
0sseas, musculares e nervosas.

O PVDF é um dos materiais com maior coeficiente piezoelétrico e permite utilizar este
material para estudar esta propriedade na entrega de estimulos elétricos e mecanicos nas células.
Contudo, este material contém uma baixa condutividade e com vista a aumentar as suas
propriedades elétricas depositou-se um polimero condutor que permite controlar o estimulo
elétrico dado.

A producao de fibras por electrospinning permitiu a producao de fibras orientadas O e NO.
A caraterizacao das fibras puras de PVDF a nivel das suas propriedades mecanicas permitiu
descobrir um comportamento anisotropico em relacdo a aplicacdo de uma tensdo numa
determinada direcao das fibras orientadas. Esta descoberta é util aguando da utilizacao destas
fibras em diferentes aplicacbes em que seja necessario estimular mecanicamente as fibras.

Diversos processos de deposicdo de polimeros condutores foram realizados e diferentes
amostras obtiveram valores de resistividade elétrica da superficie baixos, 0 que revela um aumento
da condutividade das amostras. Contudo, nem todos os processos de revestimento de polimero
condutor permitem a sua aplicacdo em engenharia de tecidos devido a sua toxicidade. Duas
amostras permitiram continuar os testes de caraterizacdo, uma amostra revestida com Ppy e outra
com PANI, que possuiam a biocompatibilidade e condutividade necessarias a continuacdo do
trabalho.

Estas amostras foram caraterizadas morfologicamente e apresentaram um revestimento
uniforme em volta das fibras enquanto a nivel mecanico verificou-se uma diminuicao das suas

propriedades mecanicas em ambas as amostras, mas com maior acentuacdo nas fibras de PANI.
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Por essa razao, os testes eletromecanicos e de proliferacdo celular foram realizados
apenas nas fibras revestidas com Ppy. Em relacdo aos testes eletromecanicos, estes
demonstraram que as fibras possuem um comportamento piezoresistivo, ou seja, com o0 aumento
da deformacédo existe um aumento da resisténcia elétrica que diminuiu quando a fibra relaxa.

Os testes de proliferacao indicam que apesar desta ocorrer nas amostras revestidas com
Ppy, a adesado é menor que nas fibras de PVDF sem revestimento. Através das imagens obtidas
por SEM consegue-se observar que nas fibras O as células seguem a direcdo das fibras

contrariamente ao que acontece nas fibras NO.

5.2 TRABALHO FUTURO

Esta dissertacao abriu novas possibilidades de investigacao de polimeros inteligentes e a
sua utilizacao conjunta.

Um proximo passo sera testar estas amostras num bioreator e estimula-las elétrica,
mecanica e eletromecanicamente com células e perceber como os diferentes estimulos afetam o
material e, por conseguinte, se permitem uma melhoria na proliferacao e diferenciacao celular.

Poderéo ser produzidas novos materiais através de outros métodos, como por exemplo,

blending, eletrodeposicao ou através da alteracao dos reagentes da reacao.
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