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Resumo

As metodologias atuais de tratamento de cancros como o rabdomiossarcoma (RMS) apresentam
algumas limitacoes, tendo demonstrado ser pouco eficientes a prevenir a ocorréncia de metastases e
relapsos em alguns casos. Uma estratégia que tem sido investigada para combater o cancro é a aplicacao
de estimulos fisicos, uma vez que estes sao capazes de abrandar a proliferacao de algumas células
cancerigenas. Com esta finalidade, a utilizacdo de materiais eletroativos, em particular os
eletromecanicos, pode ser favoravel e pratica, pois estes permitem que a estimulacao das células seja
feita de forma localizada e pouco invasiva.

Nesta dissertacao, foram produzidos filmes de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) e poli(fluoreto
de vinilideno-co-trifluoretileno) (P(VDF-TrFE)) com diferentes concentracbes de nanoparticulas de
magnetite (Fe30,4) e ferrites de cobalto (CoFe,0,). Adicionalmente, foram fabricadas fibras de PVDF nao
orientadas e fibras de PVDF orientadas com e sem nanoparticulas de Fe30,4. Todos estes materiais foram
caracterizados a nivel morfolédgico, fisico-quimico, térmico, mecanico e magnético. Por fim, o efeito dos
materiais desenvolvidos no comportamento das células de RMS (linha celular RD) foi avaliado através de
ensaios celulares em condicdes estaticas e dinamicas.

Com base na caracterizacdo morfologica, verificou-se que os filmes apresentam uma estrutura
compacta sem poros e que o alinhamento das fibras e a incorporacdo de nanoparticulas nas mesmas
induziu uma diminuicdo do seu didametro. A avaliacao fisico-quimica demonstrou que os filmes possuem
uma fracdo da fase eletroativa B (=30%) inferior as fibras (80-90%). A partir da analise térmica e
mecanica, comprovou-se que a incorporacao de nanoparticulas provocou uma ligeira diminuicdo da
estabilidade térmica e um aumento do modulo de Young dos materiais. A caracterizacdo magnética
revelou que as nanoparticulas de Fe;0, sdo superparamagnéticas, as nanoparticulas de CoFe,0, sao
ferromagnéticas e estas possuem magnetizacdes de saturacédo de 68,3 e 59,4 emu/g, respetivamente.

Os ensaios celulares nos filmes demonstraram que a aplicacao de estimulos mecanicos e/ou
elétricos promoveu a proliferacdo celular. Nos filmes de PVDF, nao existem diferencas
significativas na resposta celular aos diferentes estados de polarizacdo. Nos filmes compositos, a
incorporacao de uma maior quantidade de nanoparticulas resultou num aumento mais acentuado do
crescimento celular. Nas fibras, observou-se que as células de RMS aderiram a todas as amostras.
Porém, a adesdo foi superior nas fibras ndo orientadas. Desta forma, comprovou-se que os materiais
eletroativos desenvolvidos e os estimulos fisicos por eles fornecidos tém a capacidade de influenciar o

comportamento das células de RMS, revelando ter um efeito proliferativo neste tipo de células.

Palavras chave: Cancro, Microambiente celular, Nanoparticulas magnéticas, Poli(fluoreto de vinilideno).




Abstract

The current treatment approaches for cancers such as rhabdomyosarcoma (RMS) present some
limitations and have shown to lack efficiency in preventing the occurrence of metastasis and relapses in
some cases. A strategy that has been investigated to combat cancer is the application of physical stimuli
as those can slow down the proliferation of some cancer cells. For this purpose, the use of electroactive
materials can be beneficial and practical since these materials allow the stimulation of cells to be local
and minimally invasive.

In the present work, poly(vinylidene fluoride) (PVDF) and poly(vinylidene fluoride-co-
trifluoroethylene) (P(VDF-TrFE) films with different concentrations of magnetite nanoparticles (Fe;0,) and
cobalt ferrites (CoFe,0,) were produced. Additionally, non-oriented PVDF fibers and oriented PVDF fibers
with and without Fe;0, nanoparticles were fabricated. All these materials were subjected to
morphological, physical-chemical, thermal, mechanical and magnetic characterizations. Lastly, the effect
of the developed materials on the behaviour of RMS cells (RD cell line) was evaluated through static and
dynamic cellular assays.

The morphological characterization showed that the films have a compact structure without pores
and the fibers alignment and the incorporation of nanoparticles in them induced a decrease in their
diameter. The physical-chemical assessment demonstrated that the films possess a smaller electroactive
B phase content (=30%) than the fibers (80-90%). Through thermal and mechanical analysis, it was
confirmed that the incorporation of nanoparticles caused a reduction in the thermal stability and an
increase in the Young modulus of the materials. The magnetic characterization revealed that the Fe;0,
nanoparticles are superparamagnetic, the CoFe,0, nanoparticles are ferromagnetic and those have a
saturation magnetization of 68,3 and 59,4 emu/g, respectively.

The cellular assays performed on the films demonstrated that the application of mechanical and
mechano-electrical stimuli promoted the proliferation of RMS cells. Regarding the PVDF films, there were
not significant variation in the cellular response to the different states of polarization. In terms of the
composite films, the incorporation of a higher quantity of nanoparticles resulted in a greater increase of
cell growth. Concerning the fibers, it was observed that the cells adhered to all samples. However, the
cell adhesion was superior in the non-oriented fibers. Therefore, it was shown that the developed
electroactive materials and the physical stimuli provided by them have the ability to influence the

behaviour of RMS cells, revealing that they have a proliferative effect in this type of cells.

Keywords: Cancer, Cell microenvironment, Magnetic nanoparticles, Poly(vinylidene fluoride).
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1. Introducéo

1.1. Contextualizacdo

O cancro é uma doenca associada a uma taxa de mortalidade alarmantemente elevada, sendo
a principal causa de morte em diversos paises desenvolvidos. O rabdomiossarcoma (RMS) é um tipo de
cancro que afeta o tecido muscular esquelético e se manifesta quase exclusivamente em criancas. Os
tumores de RMS consistem num aglomerado de células percursoras musculares incapazes de sofrer
diferenciacdo e que se proliferam indefinidamente. A metodologia atual de tratamento consiste na
administracdo de quimioterapia, seguida de terapia local sob a forma de cirurgia e radioterapia. Porém,
como a proliferacdo incontrolada destas células cancerigenas induz o alastramento rapido desta
patologia, o tratamento do RMS a longo prazo é extremamente dificil. Consequentemente, o surgimento
de metastases e a ocorréncia de relapsos é bastante frequente. Para além dos problemas relacionados
com a eficacia do tratamento em vigor, as abordagens terapéuticas implementadas atualmente estédo
associadas a varios efeitos nefastos, particularmente pelo facto das criancas serem a populacdo mais
afetada por este tipo de cancro e essas terapias poderem afetar o seu desenvolvimento. Por estas razdes,
a investigacdo de novas metodologias de tratamento de cancros como o RMS, que sejam mais eficazes
e minimizem os impactos nocivos no organismo, & uma area com elevado interesse econdémico e social.

Uma estratégia promissora é o desenvolvimento de uma terapia com base nos conceitos da
engenharia de tecidos, visto que estas estratégias possibilitam a modulacdo do comportamento celular
através da implementacao de estruturas que funcionam como suporte (denominadas scaffolds) e da
aplicacdo de estimulos bioquimicos ou biofisicos. Para tal, o material de suporte celular deve ter
determinadas propriedades morfologicas, mecanicas, biofisicas e bioguimicas para assegurar uma boa
interacdo material-célula. Essas propriedades estao intimamente relacionadas com a escolha do
biomaterial utilizado para o fabrico do scaffold.

Os materiais eletroativos sdo uma categoria de materiais que tem sido bastante explorada na
area de engenharia de tecidos, uma vez que permitem que a estimulacao das células seja feita a partir
do préprio material de suporte (microambiente eletroativo). Esta abordagem é mais localizada, menos
invasiva e mais pratica do que os métodos de estimulacao convencionais, pois exclui a necessidade de

instrumentos como elétrodos e cabos de alimentacédo. Adicionalmente, a estimulacdo proveniente de




materiais eletroativos tem demonstrado ter imenso potencial, influenciando diversos processos celulares
como a adesao, proliferacdo e diferenciacao.

Dos varios tipos de materiais eletroativos, os materiais piezoelétricos destacam-se pela facilidade
de controlo da sua polarizacdo através da aplicacdo de esforcos mecanicos e vice-versa. Os polimeros
piezoelétricos sdo os mais utilizados devido a sua facilidade de processamento, flexibilidade, maior
disponibilidade e elevada reprodutibilidade. Contudo, uma limitacdo do uso de materiais piezoelétricos
como fonte de estimulos é a impraticabilidade da aplicacdo de esforcos mecéanicos em certos cenarios,
tanto /7 vivo e como /n wiro. Por isso, comecaram a ser investigadas alternativas de controlar
remotamente a estimulacéo celular proporcionada pelos polimeros piezoelétricos, concluindo-se que o0s
compositos magnetoelétricos sao uma boa opcao. Estes compositos podem ser obtidos através da
introducdo de nanoparticulas magnetostritivas em matrizes poliméricas piezoelétricas, o que possibilita
o controlo do efeito piezoelétrico do polimero a partir de campos magnéticos. Quer nos polimeros
piezoelétricos, quer nos compositos magnetoelétricos, o estudo /n7 vifro da influéncia dos seus estimulos
no comportamento de um certo tecido requer a utilizacado de biorreatores capazes de manipular essa
estimulacao.

Tendo em consideracao que alguns estudos comprovaram que a aplicacdo de estimulos fisicos
em células cancerigenas pode inibir a sua proliferacao e assim melhorar o desempenho da quimioterapia,
o principal foco desta dissertacédo é a analise do impacto da estimulacéo fisica proveniente de polimeros
piezoelétricos e compdsitos magnetoelétricos no comportamento de uma linha celular de RMS, com o
intuito de determinar se os materiais eletroativos podem ser uma ferramenta auxiliar no combate ao

cancro muscular.

1.2. Objetivos e metodologia

A principal finalidade desta dissertacado ¢ o desenvolvimento de materiais eletroativos com
diferentes morfologias para estudar o seu efeito no comportamento de células de RMS de forma a
explorar a viabilidade destes materiais para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Para

tal, definiram-se os seguintes objetivos:

» Desenvolvimento do estado da arte relativo ao rabdomiossarcoma e as suas metodologias de
tratamento atuais, a engenharia de tecidos e as propriedades ideais dos scaffolds, aos materiais

eletroativos e aos biorreatores que tém sido explorados ultimamente;




» Producédo de materiais de suporte celular na forma de filmes e fibras através de solvent casting e

electrospinning, respetivamente, utilizando polimeros piezoelétricos e compositos magnetoelétricos;

» Caracterizacao dos filmes e das fibras a nivel morfologico, fisico-quimico, térmico, mecanico e

magnético;

» Avaliacao da influéncia dos materiais desenvolvidos na resposta celular de uma linha de RMS em

condicdes estaticas e dinamicas, recorrendo a um biorreator mecéanico e a um biorreator magnético.

1.3. Organizacao da dissertacao

Para cumprir os objetivos definidos anteriormente, foram realizadas varias etapas, tendo-se
iniciado por uma pesquisa bibliografica, seguida da concretizacdo das atividades laboratoriais. As
informacdes teoricas mais pertinentes, os procedimentos executados, os resultados obtidos e as
conclusdes foram apresentadas em diferentes capitulos para facilitar a leitura. Desta forma, esta

dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos, os quais vao ser sumarizados de seguida.

Capitulo 1: Introducéo

No primeiro capitulo, é feita uma contextualizacao da problematica que motivou a realizacéo
desta investigacao, assim como uma breve descricao das abordagens atuais e das alternativas que tém
demonstrado ter potencial. De seguida, ¢ definida a principal finalidade deste projeto, os objetivos que
se pretendem cumprir e a metodologia para os atingir. Por ultimo, é apresentada a estrutura da

dissertacao e um breve resumo de cada um dos capitulos.

Capitulo 2: Estado da arte

No segundo capitulo, é feita uma revisdo bibliografica acerca dos temas mais importantes no
ambito deste projeto. Este encontra-se dividido em varios subcapitulos que contemplam conceitos
relativos a morfologia do musculo esquelético, ao rabdomiossarcoma e as suas metodologias de
tratamento atuais, a engenharia de tecidos e as propriedades ideais dos scaffolds, aos biomateriais
disponiveis e aos biorreatores que tém sido explorados ultimamente. No ultimo subcapitulo, sao

discutidos os estudos mais relevantes no contexto do presente trabalho.




Capitulo 3: Materiais e Métodos

No terceiro capitulo, sdo referidos os materiais utilizados e os procedimentos adotados durante
todas as atividades laboratoriais, desde a preparacao e caracterizacao dos materiais a avaliacdo da sua
resposta celular. Para facilitar a interpretacao dos resultados obtidos, sao explicados os principios de
funcionamento das técnicas de processamento e de caracterizacao implementadas, bem como os

métodos de analise do comportamento celular.

Capitulo 4: Resultados e Discussao

No quarto capitulo, sao apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizacdo dos
materiais e dos ensaios celulares. Para além disso, estes resultados sao discutidos e comparados com

0 conhecimento pré-existente na literatura.

Capitulo 5: Conclusdes

Por fim, no quinto capitulo, sdo resumidas as conclusdes mais relevantes e propostas sugestdes

de trabalhos a realizar no futuro, de forma a complementar o que foi feito neste projeto.
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2.1. Morfologia do musculo esquelético

O corpo humano ¢ constituido por uma variedade de musculos responsaveis por assegurar o
movimento dos membros, a manutencdo de uma postura correta, o funcionamento dos érgaos e a
circulacao de sangue. O musculo é um tecido mole altamente especializado capaz de sofrer contracoes,
alterando assim a sua forma e comprimento. Este tecido deriva da camada mesodermal das células do
embrido e é formado através de um processo denominado miogénese [1].

E possivel distinguir trés tipos de musculo: o musculo liso, o musculo cardiaco e o musculo
esquelético. O musculo liso encontra-se nos olhos e nas paredes de 6rgdos internos como 0s vasos
sanguineos, a bexiga, o utero e os orgaos do sistema digestivo. Estes musculos sdo controlados pelo
sistema nervoso autdnomo e, por isso, estdo associados a uma contracao involuntaria [2]. Como o
préprio nome indica, o musculo cardiaco localiza-se nas paredes do coracao e tem como funcdo manter
0 ritmo cardiaco, assim como o bombeamento do sangue para os vasos sanguineos. Também &
controlado pelo sistema nervoso autonomo, apresentando uma contracao involuntaria [2]. Por ultimo, o
musculo esquelético esta ligado aos ossos através dos tenddes e é controlado voluntariamente. Este tipo
de musculo é responsavel pelos movimentos do esqueleto e ¢ considerado o orgédo efetor do sistema
locomotor [3]. O musculo esquelético e o musculo cardiaco sao descritos como musculos estriados
devido a sua aparéncia estriada quando observados ao microscopio. Essa aparéncia resulta da
organizacao dos elementos contrateis subcelulares.

O musculo esquelético é constituido por células alongadas multinucleadas que se formam a
partir da fusdo dos mioblastos, as células precursoras do tecido muscular [1]. A disposicao dessas células
da origem a estrutura fibrilar do musculo esquelético. Este possui varias unidades que estdo organizadas
de forma hierarquica (Figura 2.1): os miofilamentos, os sarcomeros, as miofibrilas, as fibras musculares
e os fasciculos [2]. As células musculares sao compostas por miofilamentos de actina e miosina. Um
conjunto desses miofilamentos da origem a um sarcomero, a unidade contratil. As miofibrilas s&o
formadas por varios sarcomeros e possuem um diametro de 1-2 um. As fibras musculares, por sua vez,
sao constituidas por multiplas miofibrilas e possuem um didmetro que pode variar entre 10 e 100 pm.

A maior unidade do musculo ¢ o fasciculo, composto por varias fibras musculares [2]. O sarcomero é
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composto por dois tipos de filamentos: os filamentos finos de actina (5 nm de diametro) e os filamentos
grossos de miosina (15 nm de diametro) [2]. A organizacao destas proteinas filamentosas da origem ao

padrao estriado das fibras musculares.

Musculo

Fasciculo

Actina

Miosina

Sarcémero

Fibra muscular
Miofibrila

Figura 2.1. Representacado da estrutura fibrilar hierarquica do musculo esquelético. Adaptada de [2].

2.2. Rabdomiossarcoma

O miossarcoma é uma forma de cancro que afeta 0 musculo e corresponde a um tumor maligno
derivado de células percussoras musculares [4]. Este possui duas variantes, o leiomiossarcoma (LMS) e
o rabdomiossarcoma (RMS), cuja diferenca entre elas é o tipo de musculo que afeta. O LMS afeta as
células precursoras do musculo liso, enquanto que o RMS afeta as células precursoras do musculo
esquelético [4].

O RMS é a variante do miossarcoma mais agressiva e esta associado a um pior prognéstico [4],
razao pela qual o desenvolvimento de novas terapias que atuem neste tipo de cancro é essencial. Este
consiste num neoplasma de rabdomioblastos, células com caracteristicas comuns as células precursoras
do tecido muscular esquelético, mas que sao incapazes de escapar o ciclo celular e se diferenciar,
proliferando-se indefinidamente [5]. Por isso, estas células sdo incapazes de formar miotubos e originar

a estrutura fibrosa caracteristica do musculo esquelético.
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Apesar de ser uma doenca rara em adultos, o RMS corresponde a 5% dos cancros em criancas
e, mais especificamente, a aproximadamente 50% dos casos de sarcomas dos tecidos moles em
pacientes dessa faixa etaria [6]. A sua incidéncia média é, com base num estudo realizado nos Estados
Unidos da América (EUA), cerca de 4,5 casos por milhao de individuos com idade inferior a 20 anos, o
que equivale a cerca de 350 novos casos por ano [6]. A incidéncia do RMS aparenta ser semelhante na
Europa, mas é inferior em alguns paises da Asia como o Japao, a india e a China [6].

Com base nas caracteristicas histolégicas do RMS, observaveis através de microscopia ética, é
possivel distinguir dois subtipos: o RMS alveolar (ARMS), no qual as células se encontram distribuidas
em redor de um espaco aberto central, e 0 RMS embrionario (ERMS), no qual as células parecem
mioblastos esqueléticos imaturos [6]. O ERMS (Figura 2.2a) é o subtipo com maior incidéncia, afetando
principalmente criancas nos primeiros 5 anos de vida, e costuma surgir na cabeca, pescoco, bexiga,
vagina, testiculos ou prostata [5]. O ARMS (Figura 2.2b), por sua vez, € mais comum em adolescentes e
costuma surgir nos musculos do tronco, bracos e pernas. Existe ainda outro subtipo, o RMS pleomdrfico,

cuja natureza é pouco compreendida [6].

Figura 2.2. Imagem histolédgica obtida através de microscopia 6tica apds marcacdo com miogenina de células de
rabdomiossarcoma embrionario (a) e rabdomiossarcoma alveolar (b). Adaptada de [6].

Grupos como o European Soft tissue Sarcoma Group (EpSSG) e o North American Children’s
Oncology Group (COG) investigaram quais as melhores diretrizes de tratamento do RMS através da
realizacdo de estudos clinicos. Ambos concluiram que a melhor metodologia corresponde a

administracao de quimioterapia, seguida de terapia local sob a forma de cirurgia e radioterapia [7].




2. Estado da arte

A quimioterapia tem como objetivo erradicar as metastases e reduzir as sequelas a longo prazo.
Os farmacos standard sado agentes alquilantes que atuam nas fases do ciclo celular por se ligarem
diretamente ao DNA, impedindo a divisdo celular e eventualmente provocando a morte celular [8]. Nos
estudos realizados com o COG, o tratamento corresponde a administracado de vincristina, actinomicina e
ciclofosfamida (VAC) [9]. No caso do EpSSG, a ciclofosfamida foi substituida pela ifosfamida, dado que
a ifosfamida estd associada a uma menor toxicidade gonadal, surgindo o tratamento IVA (ifosfamida
vincristina, actinomicina D) [10]. Uma diferenca relevante no protocolo dos dois grupos ¢ a avaliacao da
resposta do tumor face a quimioterapia via ressonancia mangeética (MRI do inglés Magnetic Resonance
Imaging) ou tomografica computorizada (CT do inglés Computed Tomography) nos estudos realizados
pelo EpSSG. Essa analise é efetuada com o intuito de ajustar a dose dos farmacos, intensificando-a para
as criancas com uma reducao do volume do tumor inferior a 50% [10]. Nos estudos realizados pelo COG,
essa avaliacao nao é feita [9].

Apos conclusado da quimioterapia, € realizada uma cirurgia de excisdo com o objetivo de remover
totalmente o tumor, sem provocar perda de funcédo ou problemas estéticos nos pacientes. No entanto, a
remocao total nem sempre é possivel [5]. Por isso, a cirurgia de excisao costuma ser complementada
por radioterapia. No método de tratamento do COG, a radioterapia é sempre realizada e a dose de
radiacdo ¢ ajustada consoante a completitude da excisao, enquanto que no caso do EpSSG a radioterapia
apenas € realizada se a excisdo nao for total e, nesse caso, sdo tidos em consideracao outros fatores
durante o ajuste da radiacao, incluindo a histologia do tumor e a resposta do tumor a quimioterapia [5].

Apesar de, atualmente, a quimioterapia e radioterapia pertencerem as metodologias standard de
tratamento do RMS, estas terapias possuem algumas desvantagens. Por um lado, o uso de agentes
alquilantes esta associado a toxicidade sistémica, a resisténcia por parte do organismo ao seu efeito
antineoplasico e a desconforto do paciente (nauseas, vomitos e dores) [7]. Por outro lado, a radioterapia
pode provocar alguns efeitos indesejados consoante o local no qual é aplicada, tais como alteracdes no
tecido muscular esquelético ou outros tecidos moles em redor, rigidez das articulacoes, problemas no
crescimento do esqueleto, complicacdes na tiroide e perda de audicao [11]. Outro problema deste tipo
de terapias é a ocorréncia de relapsos apos a conclusdo do tratamento, o que se verifica em 43% dos
casos na Europa e 22% dos casos nos EUA [4]. A taxa de ocorréncia de relapsos é superior na Europa
porque 0 EpSSG segue uma abordagem de tratamento que pretende minimizar a sobredosagem de
quimioterapia e radioterapia e 0s seus efeitos nocivos no organismo, enquanto que o COG se foca num
tratamento mais eficiente e, consequentemente, mais agressivo. Sendo assim, torna-se necessario

determinar o balanco ideal entre a eficiéncia do tratamento e as suas consequéncias a longo prazo.
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Por estas razdes, uma area com elevado interesse econdmico e social é a investigacao de novas
formas de tratamento de cancros como o RMS que sejam eficazes e provogquem menos efeitos nefastos,
proporcionando uma maior qualidade de vida aos pacientes com esta doenca. Nesse sentido, uma

terapia com base nos conceitos da engenharia de tecidos pode ser uma alternativa promissora.

2.3. Engenharia de tecidos

Segundo Langer e Vacanti [12], a engenharia de tecidos é “uma area de investigacdo
interdisciplinar que aplica os principios de engenharia e ciéncias da vida com o intuito de desenvolver
substitutos biologicos que restaurem, mantenham ou melhorem a funcéo de um tecido”.

A engenharia de tecidos € uma area que reune conhecimentos de medicina, engenharia, ciéncia
de materiais, genética e outras disciplinas com o intuito de desenvolver um ambiente propicio a reparacao
de um tecido alvo [13]. O sucesso deste tipo de estratégia depende de trés componentes essenciais
(Figura 2.3), conhecidos como a triade de engenharia de tecidos: scaffolds, células e estimulos [14]. Os
scaffolds sao estruturas biomiméticas que funcionam como material de suporte até o novo tecido estar
completamente restaurado, promovendo a adesdo, proliferacdo e diferenciacado celular. As células,
idealmente do proprio paciente, sdo depositadas nos scaffolds e cultivadas /n vitro de forma a sintetizar
um novo tecido que posteriormente sera implantado no local da lesdao ou o sistema composto pelo
scaffold e pelas células é implantado diretamente no local da lesdo, induzindo a regeneracédo do tecido
/n vivo através de mecanismos endogenos. Para melhor simular o ambiente nativo do tecido que se
pretende regenerar, sdo utilizados estimulos bioguimicos (proteinas da matriz extracelular, fatores de

crescimento) e/ou biofisicos (estimulos mecanicos, elétricos, magnéticos) [13, 14].

Propriedades dos scaffolds

Nos ultimos anos, a disponibilidade de novos materiais e a evolucdo das técnicas de
processamento possibilitou o fabrico de inimeras estruturas de suporte celular, fomentando a
investigacao na area da engenharia de tecidos. Chegou-se a conclusao de que, independentemente do
tecido alvo, existem alguns critérios que sao importantes ter em consideracao durante o design de um

scaffold para garantir a sua adequabilidade e maximizar as interacdes material-célula.
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Figura 2.3. Esquema da triade de engenharia de tecidos: os scaffolds funcionam como plataforma para a formacéo
do novo tecido, promovendo a adesao, proliferacéo e diferenciacao das células nele depositadas, através de
estimulos bioquimicos e/ou biofisicos.

» Biocompatibilidade

O principal requisito de um scaffold para engenharia de tecidos é a biocompatibilidade, isto &, a
capacidade de permitir que as células se desenvolvam de forma similar ao tecido nativo, promovendo a
adesao a sua superficie, assim como a migracao e proliferacdo no seu interior [15]. Para além disso,
apos implantacao, o scaffold deve ser capaz de se integrar no tecido do paciente sem induzir uma
resposta imunitaria significativa, prevenindo assim reacOes inflamatorias que podem impedir a

cicatrizacao e provocar a rejeicdo por parte do organismo [15, 16].

» Biodegradabilidade

O objetivo dos scaffolds ndo é serem implantes permanentes, mas sim uma plataforma
biodegradavel que mantenha a integridade estrutural enquanto ocorre o desenvolvimento do tecido e as
células depositam a sua propria matriz extracelular [16, 17]. A medida que ocorre a remodelacdo do
tecido, o material de suporte deve ser capaz de se degradar e os produtos da degradacao devem ser
nao-tdxicos e facilmente eliminados do organismo sem interferir com outros tecidos e 6rgaos [16]. Desta
forma, € importante considerar a velocidade de degradacdo do scaffo/d durante o seu design,

assegurando que nao é demasiado rapida ou demasiado lenta. No primeiro caso, o scaffold pode néo
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cumprir a funcao de suporte celular até o tecido estar completamente desenvolvido, enquanto que no

segundo caso pode impedir a remodelacao do tecido e até mesmo induzir inflamacao e necrose [15].

» Morfologia

A morfologia dos materiais de suporte é outra propriedade muito importante para a engenharia
de tecidos. A nivel microscopio, devem ser consideradas as propriedades da superficie do scaffold,
nomeadamente a rugosidade e a hidrofobicidade [17]. Estes parametros afetam a adsorcdo de proteinas
que podem funcionar como pontos para as células se ligarem ou podem interagir com recetores
celulares, modulando assim a adesao e a diferenciacao. A nivel macroscopico, a arquitetura do scaffold
deve mimetizar a estrutura do tecido que se pretende regenerar, pois esta influencia simultaneamente a
organizacdo e a funcao das células [17]. Para além disso, a existéncia de uma porosidade elevada e
poros interconectados é essencial para assegurar a penetracdo celular, a difusdo de nutrientes e oxigénio,
a deposicao de matriz extracelular e a eliminacao de produtos indesejados, quer do metabolismo celular,
quer da degradacao do scaffold [15, 16]. Este tipo de estrutura porosa também facilita a vascularizacédo
do novo tecido /7 vivo, o que contribui para uma melhor integracado no organismo [16]. O tamanho dos
poros € outro parametro relevante, uma vez que deve ser grande o suficiente para permitir a migracao
das células por toda a estrutura, mas pequeno o suficiente para proporcionar uma area de superficie

elevada para ocorrer a adesdo de um grande numero de células [18].

» Propriedades mecanicas

Idealmente, os scaffolds devem possuir propriedades mecéanicas consistentes com o local
anatomico no qual vao ser implantados e, de uma perspetiva pratica, ser resistentes o suficiente para
permitir o manuseamento durante a implantacéo cirtrgica [16]. O scaffo/d deve ser capaz de suportar
os esforcos a que o tecido nativo esta sujeito sem sacrificar a sua estrutura, podendo assim sustentar o
novo tecido durante todo o processo de remodelacao [18]. No entanto, a otimizacdo de um material de
suporte a nivel mecanico geralmente implica o sacrificio de outras propriedades como a porosidade. Por
esta razdo, um dos maiores desafios da engenharia de tecidos & estabelecer um equilibrio entre as

propriedades mecanicas e a porosidade dos scaffolds que garanta o sucesso dos mesmos [16].

Uma etapa crucial durante o desenvolvimento de estruturas de suporte celular é a escolha do
biomaterial com que estas sao produzidas, uma vez que todas as propriedades anteriormente descritas

dependem desse fator.
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2.4. Biomateriais

Os biomateriais sdo de extrema importancia para o sucesso da engenharia de tecidos, pois nao
sé interagem com o local de implantacdo no organismo, mas também tém a capacidade de influenciar
processos bioldgicos essenciais para a regeneracao dos tecidos [19, 20]. Um biomaterial define-se como
“um material destinado a interagir com sistemas biolégicos de forma a avaliar, tratar, aumentar ou
substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcao do organismo” [20]. Em geral, os biomateriais podem ser
divididos em quatro grupos consoante a sua composi¢cao: metais, ceramicos, polimeros e compositos;
cada um com as suas vantagens e desvantagens especificas [19].

Os metais sdo materiais com boas propriedades mecanicas, o que pode ser atraente para a
engenharia de tecidos. Normalmente, estes possuem um moédulo de Young elevado, o que lhes permite
resistir a cargas elevadas sem sofrer deformacéo [21]. No entanto, sdo pouco utilizados nesta area, pois
apresentam muitas limitacdes a nivel de biocompatibilidade. Por exemplo, tém uma estrutura muito
distinta dos tecidos e a adesao celular a sua superficie € muito fraca. Ainda, os metais sofrem corrosao
guando entram em contacto com os fluidos biologicos, o que resulta na perda de funcdo desses materiais
e na libertacdo de ides metalicos e particulas téxicas [21].

Os materiais ceramicos sdo compostos inorganicos com uma estrutura policristalina que tém
vindo a ser explorados para a regeneracdo do o0sso devido as suas semelhancas a fase mineral desse
tecido [22]. Normalmente, possuem uma superficie dura, baixa elasticidade, elevada resisténcia a
corrosdo, baixa expansdo térmica e elevada biocompatibilidade [22]. Embora os materiais ceramicos
tenham propriedades osteoindutoras, a sua fragilidade, degradacao lenta e dificuldade de processamento
sd0 algumas desvantagens da sua utilizacao no fabrico de scaffolds, tendo-se revelado pouco adequados
para a regeneracao de tecidos moles [15].

Os polimeros de origem natural ou sintética sdo dos materiais mais utilizados na area de
engenharia de tecidos. Os polimeros naturais, como o colagénio e a seda, destacam-se pela excelente
biocompatibilidade e pela semelhanca a estrutura da matriz extracelular de alguns tecidos, o que induz
a adesao e proliferacao celular [23]. Apesar de serem bioativos, estes materiais apresentam limitacoes
como a dificuldade de processamento, baixa reprodutibilidade, rapida degradacao e fracas propriedades
mecanicas [24]. Os polimeros sintéticos surgem como alternativa aos polimeros naturais. Como séo
sintetizados em laboratério sob condicdes controladas, as suas propriedades sao previsiveis, apresentam
uma maior disponibilidade e reprodutibilidade, possuem um custo de producao inferior e sdo capazes

de ser personalizados a nivel quimico e fisico [24]. Para além disso, as suas propriedades mecanicas
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S80 superiores e como sao capazes de ser processados através de diferentes técnicas, torna-se mais
facil adapta-los ao tecido que se pretende regenerar [23, 24]. Porém, como a sua origem € sintética e
divergem da constituicao natural dos tecidos, alguns destes polimeros possuem uma baixa bioatividade
e as células podem ter dificuldade em aderir a sua superficie [24].

As limitacdes associadas aos tipos de materiais mencionados anteriormente fomentaram a
utilizacao de materiais compositos para o desenvolvimento de scaffolds. Estes sdo produzidos através da
combinacao de dois ou mais materiais, tornando possivel a personalizacao das suas propriedades [15].
Por exemplo, a bioatividade dos polimeros sintéticos pode ser melhorada através da incorporacao de
polimeros naturais e as propriedades mecanicas dos polimeros naturais podem ser reforcadas com
materiais ceramicos [16]. Contudo, estes tipos de materiais podem ser dificeis de processar e apresentar
pouca homogeneidade [15].

No momento da escolha de um biomaterial para o desenvolvimento de estruturas de suporte
celular, é importante considerar ndo s6 a sua composicdo, mas também a sua funcionalidade. Nesta
vertente, os polimeros inteligentes salientam-se pela capacidade de modificarem as suas caracteristicas
em funcdo de um determinado estimulo, podendo ser, por isso, melhores a mimetizar o ambiente
dindmico dos diferentes 6rgaos. Os polimeros inteligentes, também conhecidos como polimeros
responsivos a estimulos, sdo capazes de sofrer alteracées de um modo controlado numa ou mais das
suas propriedades fisico-quimicas como a solubilidade ou estrutura, em resposta a um ou multiplos
estimulos externos como a luz ou campos elétricos [25]. Consoante a relacdo estimulo-resposta, estes
polimeros podem ser classificados em polimeros eletroativos se responderem a estimulos elétricos ou
nao eletroativos no caso contrario. Pela sua facilidade de controlo e adaptabilidade, os polimeros
eletroativos tém vindo a ser explorados como forma menos invasiva de estimulacao direta das células,

sendo a mesma aplicada localmente [26].

2.4.1. Polimeros eletroativos

Os polimeros eletroativos sao materiais que podem ser aplicados em diversas areas, gracas a
sua capacidade de sofrer deformacdes estruturais como dilatacéo, retracao ou flexdo em resposta a um
estimulo elétrico [26]. Tendo em consideracdo o seu mecanismo de ativacao, estes podem ser divididos
em polimeros eletroativos i6nicos ou polimeros eletroativos eletronicos. Nos polimeros eletroativos
ionicos, as deformacdes sdo provocadas pela difusdo de ides. A principal vantagem destes polimeros é
serem ativados com baixas tensées, mas a sua resposta € muito lenta. Esta categoria inclui os

compésitos polimero-metal e polimeros condutores [27]. Por sua vez, nos polimeros eletroativos
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eletronicos, as deformacdes sdo causadas por variacoes dipolares e interacdes eletrostaticas. Apesar de
necessitarem de uma maior tensao para serem ativados, o tempo de resposta reduzido e a elevada
eficiéncia e fiabilidade sado propriedades bastante apelativas. Este grupo abrange os polimeros
piezoelétricos, elastdmeros dielétricos e polimeros eletrorestritivos [27].

A nivel do fabrico de materiais de suporte celular, os polimeros piezoelétricos tém sido dos mais
investigados, dado que sado extremamente eficientes a simular os sinais elétricos e mecanicos presentes
nos diferentes tecidos. No organismo, as células estdo constantemente expostas a campos bioelétricos,
gerados por canais e bombas de ides nas membranas plasmaticas, e a esforcos biomecéanicos que,
através de mecanismos de mecanotransducao, sao convertidos em sinais bioguimicos ou elétricos [28].
Dependendo do tecido, estes sinais tém diferentes efeitos no comportamento e na funcao das células,
sendo essenciais para multiplos processos celulares. Desta forma, os polimeros piezoelétricos podem
atuar como fonte destes estimulos, tanto /7 vifro como /in vivo, uma vez que tém a capacidade de
converter energia mecanica em energia elétrica e vice-versa [28].

O efeito piezoelétrico define-se como a interacdo eletromecanica que resulta na variacdo da
polarizacao de um material quando nele é aplicado um stress mecanico, sendo este um processo
diretamente proporcional e reversivel [29]. Quando um material piezoelétrico ¢ submetido a um esforco
mecanico, este sofre uma deformacao que induz a reorientacdo ou formacédo de momentos dipolares no
seu interior, despoletando um potencial elétrico. Este corresponde ao efeito piezoelétrico direto (Figura
2.4a) e foi descoberto por Jacques e Pierre Curie em 1880 [30]. Similarmente, quando estes materiais
sd0 expostos a um campo elétrico suficientemente forte, os dipolos no seu interior alinham-se na direcdo
do campo aplicado, o que provoca a deformacdo do material. Este corresponde ao efeito piezoelétrico
inverso (Figura 2.4b) e foi deduzido por Lippman em 1881, sendo mais tarde confirmado
experimentalmente pelos irmao Curie [30]. Para existir piezoeletricidade, é necessario ocorrer a formacéo
de cargas locais que originam os dipolos elétricos, 0 que apenas se verifica em materiais com uma
estrutura cristalina ndo centrossimétrica [29, 30].

Embora efeito piezoelétrico possa estar presente em alguns polimeros amorfos, este € menos
intenso do que em polimeros semicristalinos, razao pela qual os ultimos sao mais utilizados [30]. O
poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) ¢ um polimero semicristalino piezoelétrico muito promissor para a
engenharia de tecidos, visto que para além de ter uma elevada eletroatividade, ¢ biocompativel [31].
Outra vantagem é a facilidade de processamento, tornando possivel produzir scaffolds com diferentes

morfologias, como por exemplo na forma de filmes [32], membranas [33] e fibras [34]. Adicionalmente,
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estudos recentes demonstraram que este polimero é capaz de modular o comportamento das células do

tecido cartilaginoso [35], 6sseo [36], neuronal [37] e muscular [38].
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Figura 2.4. Representacao esquematica do efeito piezoelétrico direto (a) e inverso (b).

Poli (fluoreto de vinilideno)

O PVDF é um polimero fluorado com longas macromoléculas, nas quais se estabelecem ligacdes
carbono-carbono (C-C) fortes na cadeia principal e ligacdes carbono-fluor (C-F) estaveis entre a cadeia
principal e os atomos adjacentes [39]. Gracas a esta estrutura quimica (Figura 2.5), possui uma elevada
estabilidade térmica, baixo coeficiente de friccdo, baixa energia de superficie, boas propriedades
mecanicas, uma elevada resposta dielétrica e solubilidade em solventes polares [40]. Porém, as
caracteristicas do PVDF podem ser influenciadas por muitos fatores, nomeadamente o peso molecular,

a distribuicéo do peso molecular e os defeitos nas cadeias [39].
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Figura 2.5. Estrutura quimica do PVDF. Adaptada de [41].

Quanto as propriedades térmicas, o PVDF apresenta uma temperatura de transicdo vitrea
préxima dos — 35 °C e uma temperatura de fusdo entre 160 e 190 °C. Esta temperatura pode diferir
porque a fusao do polimero depende da sua morfologia e cristalinidade [39, 40]. Geralmente, o PVDF
cristaliza numa estrutura esferulitica composta por lamelas que crescem radialmente a partir do mesmo
ponto, o centro da esferulite. A sua cristalinidade pode variar entre 35 e 70%, consoante 0 método de
processamento [39, 40]. Todavia, umas das propriedades mais interessantes deste polimero é a
existéncia de pelo menos cinco modificacdes polimdrficas da sua fase cristalina (a, B, v, & € €), as quais
sdo definidas pela estrutura e pelo empacotamento das cadeias macromoleculares [41, 42]. As
diferentes conformacoes sao designadas a// frans (TTT) planar zigzag para a fase B, trans-gauche-trans-
gauche (TGTG') para as fases a e 6 e T3GT3G’ para as fases y e &. Diferentes conformacdes podem ser
obtidas dependendo da reacdo de polimerizacdo e das condicdes durante a cristalizacdo [41, 42]. As

fases a e B (Figura 2.6) sdo as mais comuns e, por isso, as mais investigadas.
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Figura 2.6. Representacéo das conformacdes das cadeias na fase o e 3. Adaptada de [41].
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A principal diferenca estre as duas fases é a disposicao dos atomos de fluor nas cadeias
moleculares. Estes atomos de fllor sdo os responsaveis pela geracdo de fortes momentos dipolares
elétricos no mondmero [43]. A fase a € uma fase apolar caracterizada pela organizacéo antiparalela dos
momentos dipolares, razao pela qual nao apresenta eletroatividade. Contrariamente, a fase 8 ¢ uma fase
polar, na qual os dipolos estao distribuidos na mesma direcdo, o que lhe confere propriedades
eletroativas. Deste modo, a fase  é a que possui maior utilidade numa ampla gama de aplicacoes
biotecnologicas [43]. Por esta razao, foram desenvolvidas multiplas estratégias para induzir a obtencao
da fase B e melhorar a sua resposta piezoelétrica. Alguns exemplos sao o estiramento mecanico ou a
polarizacao da fase a, 0 processamento por electrospinning e a incorporacao de nanofillers como titanato
de bario (BaTiO3), liquidos ionicos ou nanoparticulas magnéticas [43]. Outra abordagem ¢é o
desenvolvimento de copolimeros de PVDF [30].

Um dos copolimeros mais estudados é o poli(fluoreto de vinilideno-co-trifluoretileno) (P(VDF-
TrFE)), o qual possui uma estrutura quimica (Figura 2.7) que lhe permite cristalizar somente na fase f.
Desta forma, nao é necessario realizar tratamentos adicionais para obter essa fase, independentemente
do processamento [43]. Como consequéncia da copolimerizacdo, o P(VDF-TrFE) pode exibir algumas
propriedades diferentes do homopolimero PVDF. Um exemplo ¢ a diminuicdo da temperatura a qual
ocorre a transicdo do comportamento ferroelétrico para paraelétrico (temperatura de Curie), atingindo
valores inferiores a temperatura de fusdo. A temperatura de Curie do copolimero depende da fracdo
molar de TrFE, encontrando-se compreendida entre os 60 e os 135 °C [30]. Mesmo assim, o P(VDF-
TrFE) tem um comportamento ferroelétrico a temperatura ambiente, tal como o PVDF. Por outro lado, a
adicdo de mondmeros de TrFE provoca um impedimento estérico que favorece a conformacao a// trans,
0 que induz um aumento da eficiéncia na conversdo da energia mecéanica em energia elétrica e,

consequentemente, um aumento do coeficiente piezoelétrico em relacado ao PVDF puro [30, 43].
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Figura 2.7. Estrutura quimica do P(VDF-TrFE). Adaptada de [41].
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Tanto o PVDF como o P(VDF-TrFE) sdo polimeros com uma elevada resisténcia a quimicos
organicos e inorganicos. Portanto, estes polimeros ndo sofrem degradacdo quando implantados no
organismo, o que pode ser considerado uma desvantagem da sua utilizacao para o fabrico de scaffolds.
No entanto, devido as elevadas propriedades piezoelétricas, estes polimeros continuam a ser bastante
utilizados na area de engenharia de tecidos, especialmente em provas de conceito envolvendo a resposta

de determinadas células a estimulos provenientes de materiais eletroativos [42].

2.4.2. Compositos magnetoelétricos

Uma possivel limitacdo do uso de polimeros piezoelétricos para a eletroestimulacao celular é a
impraticabilidade da aplicacdo de esforcos mecanicos em alguns cenarios, tanto /n vivo, por exemplo
quando o paciente tem de estar imobilizado, como /n vifro, por exemplo quando o scaffold tem uma
geometria incompativel com certos biorreatores mecanicos. Esta particularidade instigou a procura de
novas alternativas que permitam que a estimulacao seja ativada remotamente, tendo-se concluido que
0s materiais magnetoelétricos sdo uma opcdo com bastante potencial [28].

0O efeito magnetoelétrico consiste na polarizacéo elétricade um material quando este é submetido
a um campo magnético (efeito direto) ou na sua magnetizacao quando sujeito a um campo elétrico (efeito
inverso) [44]. Os materiais magnetoelétricos podem ser materiais com apenas uma fase, a qual possui
simultaneamente propriedades elétricas e magnéticas, ou materiais compdsitos multifasicos, sendo cada
fase distinta responsavel por uma dessas propriedades [45]. O efeito magnetoelétrico pode surgir
diretamente a partir de interacdes entre os dois parametros, como ocorre nos materiais com uma unica
fase, ou indiretamente via outros mecanismos, como acontece nos materiais compdsitos multifasicos
[44, 45]. Nos materiais com apenas uma fase, este efeito depende da coexisténcia de momentos
magneéticos e elétricos pouco organizados, o que habitualmente nédo se verifica, de forma substancial, a
temperatura ambiente. Porém, nos materiais compdsitos, como a fase magnética e a fase elétrica sao
separadas, o efeito magnetoelétrico, mediado por deformacdes, é drasticamente superior (3 ordens de
grandeza), ocorrendo a temperatura ambiente [46]. Outra vantagem dos materiais compdsitos é a
possibilidade de otimizar cada uma das fases a escala nanomeétrica, diminuindo as perdas na interface
e potenciando assim o seu efeito [45]. Por estas razoes, os compositos magnetoelétricos tém sido mais
estudados no ambito de aplicacdes multifuncionais.

De modo geral, os compaositos magnetoelétricos sdo obtidos a partir da combinacao de materiais
piezoelétricos e materiais magnetostritivos. A magnetostricao define-se como a deformacdo de um

material quando este é exposto a um campo magnético, como consequéncia da reorganizacao dos seus
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momentos magnéticos na direcdo do campo aplicado [47]. Nos materiais compositos, o efeito
magnetoelétrico resulta da deformacédo do material magnetostritivo quando submetido a um campo
magnético, o que provoca a deformacdo do material piezoelétrico e, consequentemente, a geracdo de
um campo elétrico [45]. Desta forma, o fabrico de scaffolds a partir de compésitos magnetoelétricos
possibilita a eletroestimulacao das células através da aplicacdo de campos magnéticos externos, o que
pode ser extremamente util. Os compositos magnetoelétricos podem apresentar diferentes
configuracdes, dependendo da forma como as suas fases sdo organizadas [44]. Os compositos

particulados, laminados e fibrosos (Figura 2.8) sdo 0s mais comuns.

Compositos particulados Compositos laminados Compositos fibrosos

°0 o/ T
OO O d)

D Material piezoelétrico D Material magnetostritivo

Figura 2.8. Representacao das diferentes configuracdes dos compdsitos magnetoelétricos. Adaptada de [45].

Consoante a aplicacdo, existem vantagens e desvantagens associadas a cada uma dessas
estruturas. Os compositos particulados sdo constituidos por uma matriz piezoelétrica e particulas
magnetrostritivas. A principal vantagem desta tipologia ¢ a sua facilidade de fabrico. Por outro lado, esta
apresenta baixas propriedades magnetoelétricas (3 ordens de grandeza inferiores) [44, 45]. Os
compositos laminados, constituidos por camadas alternadas do material piezoelétrico e do material
magnetostritivo, apresentam uma resposta magnetoelétrica superior aos particulados. No entanto, a sua
aplicabilidade pode ser limitada pela necessidade de usar um agente para acoplar as diferentes camadas,
como uma cola, a qual costuma ser isoladora [46]. Por sua vez, os compositos fibrosos, constituidos por
uma matriz piezoelétrica e fibras magnetostritivas, possuem uma maior interacéo superficial entre as

duas fases (embora que menor que nos particulados), induzindo uma boa conversdo dos estimulos
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magnéticos em estimulos elétricos. Contudo, a producdo destes compdsitos ¢ muito complexa
comparativamente aos restantes [44, 45]. Embora os compositos particulados tenham um efeito
magnetoelétrico inferior, estes sdo os mais utilizados como materiais de suporte celular, uma vez que
sao mais flexiveis e podem ser modulados em diferentes geometrias, nomeadamente na forma de fibras
[48]. Geralmente, estes compositos sdo constituidos por polimeros piezoelétricos e nanoparticulas
magnetostritivas. A utilizacdo de polimeros piezoelétricos deve-se a facilidade de processamento dos
mesmos, enquanto que o uso de particulas a escala nano é justificada pela elevada area de superficie,
0 que aumenta a interface entre as duas fases, induzindo uma boa resposta magnetoelétrica [45]. Para
além de permitirem a ativacdo remota do efeito piezoelétrico do polimero, as nanoparticulas magnéticas
podem induzir um campo magnético local, o que pode melhorar a integracao dos tecidos neste tipo de
materiais [48].

Embora exista uma grande variedade de nanoparticulas magnetostritivas, quando a sua
aplicacao envolve o contacto com tecidos vivos é imprescindivel considerar a biocompatibilidade, a
toxicidade e os efeitos a longo prazo das mesmas, o que limita a gama de materiais disponiveis [49]. No
entanto, existe uma categoria de nanoparticulas magnéticas que ndo induz efeitos nefastos no
organismo, o que as torna promissoras para aplicacdes biomédicas como a engenharia de tecidos: as
nanoparticulas de oxido de ferro (FO), também conhecidas como ferrites, na forma de magnetite (Fe30,4)
ou hematita (Fe,03) [49, 50]. A seguranca biologica destas nanoparticulas tem sido extensivamente
testada em ambiente laboratorial e clinico, o que culminou na aprovacao de algumas formulacdes por
agéncias reguladoras da Europa e dos Estados Unidos da América [51-54]. A sua biocompatibilidade
advém do facto do corpo humano possuir mecanismos de processar, armazenar e utilizar o ferro, sendo
este um componente essencial em multiplos processos metabdlicos, como por exemplo o transporte de
oxigénio [49]. Porém, as nanoparticulas de FO possuem uma baixa resposta magnética, especialmente
em condicdes fisiologicas, o que fomentou a procura de formas de contornar essa restricdo [55]. Uma
hipotese € a introducéo de catides metalicos divalentes como ides de cobalto, originando nanoparticulas
denominadas ferrites de cobalto, cuja féormula quimica é CoFe,O, (CFO). Contrariamente as
nanoparticulas de magnetite ou hematita, as ferrites de cobalto possuem uma anisotropia magneto-
cristalina, o que lhes confere melhores propriedades magnéticas [55]. Mais especificamente, este tipo
de ferrites apresenta um maior coeficiente de magnetostricdo (= 50 ppm), caracteristica fulcral para
potenciar a resposta dos compadsitos magnetoelétricos [55]. Devido a incorporacao de cobalto, uma

substancia toxica para os humanos, as nanoparticulas de CFO puras ndo sado biocompativeis. Contudo,
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estas continuam a ser utilizadas para a engenharia de tecidos em contexto laboratorial, uma vez que o

seu revestimento por uma matriz polimérica neutraliza/diminui a sua citotoxicidade [56, 57].

2.5. Biorreatores

Independentemente da area em que sao utilizados, os biorreatores sdo definidos como
dispositivos nos quais processos bioldgicos ou bioquimicos ocorrem sob monitorizacao constante e
controlo restrito das condicées ambientais e dos parametros de operacdo [58]. Como proporcionam
elevada reprodutibilidade, manipulacao e automacao, estes equipamentos sao utilizados em multiplas
industrias que operam em grandes escalas, inclusivamente em fermentacéo industrial, tratamento de
aguas, processamento de comida e producao de farmacos e proteinas recombinantes [58]. No contexto
da engenharia de tecidos, os biorreatores tém um papel semelhante. Estes permitem controlar as
condicoes dos cultivos celulares, o que é essencial para melhorar a regeneracao dos tecidos e estudar o
seu comportamento em ambientes especificos. Outra aplicacdo bastante conveniente nesta area é a
mimetizacao de estados patologicos como o cancro para o teste de agentes terapéuticos, de modo a
simplificar o desenvolvimento de novos tratamentos e, quando aperfeicoados, evitar os testes em animais
[59]. Para além disso, numa perspetiva economica, o uso de biorreatores pode facilitar o fabrico de
tecidos que apresentem uma certa reprodutibilidade e diminuir os custos associados a este processo,
tornando viavel a sua comercializacdo [59].

Os biorreatores podem desempenhar diferentes funcdes decisivas para o sucesso do
desenvolvimento de um tecido /n vifro. O design destes dispositivos ¢ adaptado a sua funcionalidade,
podendo esta ser a dispersdo das células em scaffolds porosos, a manutencdo do transporte de
nutrientes e residuos ou a estimulacao fisica do tecido [60, 61].

Considerando que a organizacdo das células em scaffolds tridimensionais tem um impacto
significativo na estrutura e funcao do tecido produzido, a dispersado das células € uma das etapas cruciais
para a engenharia de tecidos. Sendo assim, os biorreatores podem atuar como ferramenta para auxiliar
a distribuicao das células pela integridade dos scaffolds, antes de serem iniciadas culturas a longo prazo
[60]. Quando se efetua a deposicdo de uma suspensao celular diretamente sobre o material de suporte,
permitindo que as células assentem e infiltrem de forma auténoma, a sua distribuicdo nao costuma ser
uniforme, ocorrendo a deposicdo de uma elevada densidade de células na parte exterior do scaffold,
enquanto que o interior permanece desocupado [61]. Este efeito & particularmente proeminente em

scaffolds com arquiteturas complexas e elevada porosidade. Existem varias abordagens que podem ser
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implementadas nos biorreatores para contornar esse problema, como o uso de vacuo, agitacao,
eletromagnetismo ou ondas acusticas [60].

Outro desafio que pode surgir na engenharia de tecidos é a conservacdo da viabilidade celular
no interior do scaffold, a qual depende drasticamente do fornecimento de nutrientes e da remocdo de
residuos nessa zona [59]. Devido a limitacdes na difusdo do meio, os cultivos estaticos podem resultar
no desenvolvimento de tecidos pouco homogéneos, como resultado da ocorréncia de necrose na regiao
central e do crescimento de camadas densas de células viaveis na periferia [61]. Para além disso, a
tipica cultura em recipientes é bastante exigente a nivel laboral, uma vez que tanto a renovacdo dos
nutrientes como a eliminacao dos residuos metabolicos requerem a substituicdo do meio de cultura
manualmente. Por isso, a utilizacdo de biorreatores responsaveis por estabelecer a circulacdo continua
de meio pelos scaffolds pode ser muito vantajosa, proporcionando simultaneamente a automatizacao e
a otimizacao dos cultivos celulares. Nestes equipamentos, a circulacdo de meio pode ser assegurada
através de diferentes metodologias. Atualmente, o mais comum é a implementacdo de sistemas de

agitacdo, rotacdo ou perfusao (Figura 2.9) [58].
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Figura 2.9. Representacao de alguns biorreatores utilizados para garantir a circulacdo de meio pelos materiais de
suporte celular, os quais incluem sistemas de agitacdo (a), sistemas de rotacéo (b) ou sistemas de perfuséo (c).
Adaptada de [58].

Para além da distribuicao uniforme das células, do fornecimento de nutrientes e da eliminacéo
de residuos, a mimetizacdo do ambiente dinamico presente no tecido nativo é essencial para promover
a adesao, proliferacao e diferenciacao celular /n vitro [61]. Com esta finalidade, tém sido desenvolvidos
diversos biorreatores inovadores que permitem a aplicacao de um ou mais estimulos fisicos nos scaffolds.
Existe uma variedade de estimulos que podem ser aplicados, mas os que tém revelado mais potencial a

nivel do musculo esquelético sdo os estimulos mecanicos e elétricos [62]. No entanto, como a
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electroestimulacao pode ser complexa, devido a necessidade de recorrer a elétrodos e sistemas com
cabos de alimentacao, os biorreatores responsaveis pela aplicacao esforcos mecanicos sdo preferiveis.
Adicionalmente, inimeros estudos demonstraram que, através de mecanismos de mecanotrasnducao,
a aplicacao de estimulos mecanicos em varios tecidos pode estimular a producao de matriz extracelular
[63], melhorar a organizacao estrutural das células [64], promover a diferenciacdo celular [65] e induzir
funcionalidade no tecido [66]. Desta forma, este tipo de biorreatores pode ser implementado para
acelerar a regeneracdo de tecidos funcionais ou para estudar a influéncia de certos estimulos no
comportamento de diferentes fenotipos celulares, inclusivamente em tecidos com patologias como o

cancro [60].

2.6. Estudos relevantes

Uma etapa fundamental de qualquer projeto de investigacdo ¢ o estudo do conhecimento ja
existente acerca do topico que vai ser abordado, nomeadamente as abordagens e metodologias vigentes.
S6 assim é possivel ter uma visdo do panorama atual, identificar as caréncias da area em questéo e
desenvolver estratégias oportunas e promissoras. No contexto desta dissertacao, é importante analisar o
conhecimento previamente estabelecido acerca do impacto dos materiais eletroativos e dos estimulos
fisicos no comportamento de diferentes linhas celulares. Para tal, foram analisados os estudos mais

relevantes acerca deste tema, os quais se encontram sumarizados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Sumario dos estudos mais relevantes no contexto desta dissertacao.

S . Natureza Tipo de Principais
(&} Materiais , , Ref.
2 dos estimulos células resultados
) A polarizagéo e a
. Células L ,
Q Filmes L . o aplicacao de estimulos
Q Mecanico-elétrico estaminais do o [71]
o de PVDF . ) fisicos aumentaram a
e tecido adiposo ) -
© diferenciacao celular
[72]
3 o .
g | Fimes Mobasos | aumentos awronracse | (38
- i u u i
de PVDF profiierac
celular
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Tabela 2.1. Sumario dos estudos mais relevantes no contexto desta dissertacdo (continuacdo).

3 . Natureza Tipo de Principais
S Materiais . ; Ref.
i dos estimulos células resultados
_ Os estimulos fisicos
Fibras de . e ; 5
Mecanico-elétrico Osteoblastos promoveram a proliferacdo [72]
P(VDF-TrFE)
celular
) A orientacdo das fibras
Q Fibras _ _ _ _
% de PVDF - Mioblastos influenciou a morfologia [38]
= e a disposicao das células
3
[%2] .
o] A incorporacéo de
g Fibras de Mioblast Fr)’t C| intensifi 73]
- ioblastos nanoparticulas intensificou
A PLGA/Fe;0, barticu!
a proliferacao celular
, Os estimulos fisicos
Filmes de Mecanico-elétri Mioblast i diferenciacio | [74]
ecanico-elétrico ioblastos avoreceram a diferenciacdo
PVDF/CoFe, 0,4 . . ¢
e a formacéao de miotubos
Reducéao da proliferacao
Melanoma , ,
. das células cancerigenas,
- Eletromagnético | Cancro da mama i ) ) [75]
, sem influenciar as células
Cancro cervical o
saudaveis
Inibicdo da proliferacao
Cancro das células cancerigenas,
@ : Mecanico clulas cancens [76]
= da mama sem interferir com as
2 células saudaveis
8
©
3] ) Diminuicao da atividade
» Nanoparticulas L o Cancro o )
S ) Mecanico-elétrico mitdtica das células [77]
‘S de BaTiO; da mama )
) cancerigenas
}_
) Efeito antiproliferativo dos
Nanoparticulas . o ] ) .
de BaTiO Mecanico-elétrico Glioblastoma estimulos fisicos aumenta [78]
3 a eficacia da quimioterapia
Hidrogel de Mecani Cancro do ovario | Aumento do crescimento [80,
ecanico
colagénio tipo | Carcionoma das células cancerigenas 81]

Os polimeros piezoelétricos como o PVDF e o seu copolimero P(VDF-TrFE) tém sido os materiais

eletroativos mais utilizados para o desenvolvimento de scaffolds, principalmente a nivel da regeneracéo
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musculo-esquelética. Estes polimeros podem ser processados através de multiplas técnicas, as quais
possibilitam a obtencao de diferentes morfologias. Uma técnica de processamento que tem vindo a ser
explorada é o solvent casting, a qual permite obter materiais de suporte celular na forma de filmes. O
facto de a polarizacéo dos filmes de PVDF melhorar as suas propriedades piezoelétricas ¢ algo que ja foi
reportado varias vezes na literatura [67-70]. Contudo, o efeito da polarizacdo desses filmes no
comportamento de diferentes células apenas comecou a ser investigado mais recentemente. Por
exemplo, Ribeiro et al. [71] produziram filmes de PVDF polarizados e ndo polarizados e analisaram o seu
efeito na diferenciacdo de células estaminais adiposas humanas (hASCs). Durante 15 dias,
monitorizaram a atividade da fosfatase alcalina, um marcador frequentemente usado para quantificar a
diferenciacao osteogénica. Os ensaios foram realizados na auséncia de estimulos (condicdes estaticas)
e na presenca de estimulos (condicdes dinamicas) mediados por um biorreator mecanico. Este biorreator
era responsavel por induzir uma vibracdo vertical nas placas de cultura, a qual ativava o efeito
piezoelétrico dos substratos de PVDF. A partir dos resultados obtidos, concluiram que as células
cultivadas nos filmes polarizados sofreram uma maior diferenciacéo, a qual foi ainda mais elevada com
a incorporacdo dos estimulos fisicos. Um estudo semelhante foi feito por Martins et a/. [38], mas
relativamente ao tecido muscular. Estes produziram filmes de PVDF polarizados e ndo polarizados e
analisaram a sua influéncia no comportamento de mioblastos (C2C12) em condicdes estaticas.
Adicionalmente, realizaram dois ensaios distintos com os filmes polarizados: num deles as células foram
depositadas sobre a superficie carregada negativamente e no outro sobre a superficie carregada
positivamente. Verificaram que os filmes polarizados promoveram uma maior adesdo e proliferacéo
celular comparativamente aos filmes nao polarizados, sendo esse aumento mais proeminente nas
superficies carregadas negativamente. Ambos estes estudos demonstram que os substratos de PVDF na
forma de filmes sdo capazes de modificar o comportamento de diferentes células e que tanto a sua
polarizacdo como a incorporacao de estimulos fisicos pode ser util para otimizar a sua performance.

O electrospinning é outra técnica de processamento que tem sido bastante aplicada no ambito
da engenharia de tecidos. Esta técnica permite a obtencdo de membranas fibrosas, as quais sao
excecionalmente favoraveis nesta area, pois possuem uma elevada area de superficie, apresentam
bastante porosidade e mimetizam a estrutura da matriz extracelular presente nos varios tecidos. Quando
combinada com a utilizacao de polimeros inteligentes, o potencial desta técnica é ainda maior, tal como
Wang et al. [72] demostraram. Neste estudo, foi desenvolvida uma estratégia para regenerar o tecido
0sseo com base na estimulacao piezoelétrica fornecida por fibras de P(VDF-TrFE). Os ensaios consistiram

na deposicao de células precursoras dos osteoblastos (MC3T3-E1) sobre as fibras produzidas e posterior
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estimulacdo mecanica desse conjunto através de vibracdes verticais geradas por um biorreator. Essas
vibracdes ativaram o efeito piezoelétrico das fibras, resultando na estimulacdo mecanico-elétrica das
células, o que provocou um aumento da sua proliferacdo. Outra vantagem do eflectrospinning é a
capacidade de controlar a orientacdo das fibras produzidas, o que permite produzir scaffolds com fibras
alinhadas na mesma direcéo. Este tipo de morfologia pode ser muito Util para guiar o crescimento das
células, o que é particularmente importante na regeneracao do tecido muscular, dado que este tecido
consiste num conjunto de fibras alinhadas paralelamente, como foi mencionado no inicio deste capitulo.
Por esta razado, tém sido realizados estudos para determinar se a orientacao das fibras tem impacto no
desenvolvimento das células musculares. O estudo realizado por Martins ef a/. [38] ¢ um dos que se
destaca no contexto desta dissertacao, uma vez que implementaram polimeros piezoelétricos. Neste
estudo, foram produzidas fibras de PVDF orientadas e nao orientadas como material de suporte para a
cultura de mioblastos (C2C12) em condicdes estaticas. Apds 72 h de cultura, observaram que 0s
mioblastos nas fibras orientadas apresentavam uma morfologia alongada e que estes se alinhavam na
direcdo das fibras, o que ndo se verificou nas fibras sem orientacdo. Desta forma, os autores
comprovaram que a orientacdo das fibras pode ter um papel importante no desenvolvimento das células
musculares, o que, posteriormente, pode afetar a sua funcao.

Os materiais compositos sdo outro tipo de materiais que tem sido utilizado para o fabrico de
scaffolds capazes de estimular localmente as células. Os compdsitos com uma matriz polimérica e
nanoparticulas magnéticas destacam-se dos restantes, uma vez que este tipo de nanoparticulas
possibilita a manipulacao remota dos estimulos através de campos magnéticos. Ademais, as proprias
nanoparticulas magnéticas sdo capazes de melhorar a integracéo das células nos scaffolds, devido a sua
capacidade de imitarem 0s campos magnéticos presentes no organismo. Por esta razdo, Hu et al. [73]
decidiram investigar o potencial dos scaffolds fibrosos compositos na regeneracdo muscular. Para tal,
produziram fibras de poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), orientadas e nao orientadas, com e sem
nanoparticulas de magnetite. Estas atuaram como material de suporte durante a cultura de mioblastos
(C2C12). Apds 72 h de cultura, constataram que a proliferacao dos mioblastos foi superior nas fibras
orientadas e com nanoparticulas. Por isso, concluiram que a combinacado da incorporacao de
nanoparticulas de magnetite e da orientacdo das fibras foi a melhor maneira de aumentar o desempenho
dos scaffolds. Apesar deste estudo apenas ter sido realizado em condicdes estaticas, existem outros que
aprofundam o conhecimento acerca da influéncia deste tipo de materiais na atividade celular em
condicoes dindmicas. No estudo realizado por Ribeiro et al. [74], foram desenvolvidos filmes de PVDF

polarizados e nao polarizados com ferrites de cobalto, os quais apresentavam boas propriedades
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magnetoelétricas. De seguida, estes foram usados para a realizacdo de ensaios de diferenciacdo com
mioblastos (C2C12), em condicdes estaticas e dinamicas. Nas condicdes dindmicas, a estimulacao foi
feita recorrendo a um biorreator mecanico e a um biorreator magnético. Mais uma vez, concluiram que
os filmes polarizados promoveram uma maior diferenciacdo em relacdo aos filmes nao polarizados e que
esta foi ainda superior quando foram adicionados os estimulos fisicos, tanto no biorreator mecéanico
como no biorreator magnético. Essa diferenciacdo traduziu-se na formacdo de miotubos, as estruturas
responsaveis pela funcionalidade do musculo, sendo o seu comprimento superior nas condicdes
dindmicas. Deste modo, os autores demonstraram que conseguiram controlar remotamente a
estimulacao celular proveniente de polimeros piezoelétricos através da incorporacao de nanoparticulas
magnetostritivas e da aplicacao de campos magnéticos. Para além disso, comprovaram que este tipo de
estimulacdo é capaz de influenciar processos celulares como a diferenciacao e a formacao de miotubos.

Paralelamente a regeneracdo de tecidos, inumeros estudos tém revelado as vantagens da
aplicacao de estimulos fisicos no tratamento de diferentes patologias. Por essa razao, Buckner et a/. [75]
decidiram averiguar a influéncia de campos eletromagnéticos de baixa intensidade modulados por
frequéncia no comportamento de diferentes linhas celulares cancerigenas: B16-BL6 (melanoma), MDA-
MB-231 e MCF-7 (dois tipos de cancro da mama) e Hela (cancro cervical). Os estimulos foram aplicados
através de solenoides, em cenarios in vitro e in vivo (em ratinhos), tendo ambos revelado que os campos
eletromagnéticos provocaram uma diminuicdo da proliferacdo de todas células cancerigenas testadas,
ainda que em diferentes magnitudes. Adicionalmente, verificaram que a aplicacado destes estimulos néo
afetou o comportamento das células saudaveis, o que é extremamente positivo. Sendo assim, estes
autores concluiram que os campos eletromagnéticos com determinados padroes podem ser usados
como terapia anti-cancro, podendo esta ser particularmente benéfica devido a sua especificidade.

Outra classe de estimulos que tem sido explorada como forma de combater o cancro sado o0s
esforcos mecanicos. Porém, a aplicacédo destes estimulos nem sempre é facil. Uma possivel abordagem
¢ a utilizacao de ultrassons, uma vez que estas ondas sao capazes de gerar tensdes micromecanicas no
citoesqueleto das células e desencadear mecanismos celulares ativados por mecanotransducao. O
estudo realizado por Katiyar et a/. [76] € um exemplo desta estratégia, no qual investigaram a influéncia
da estimulacdo mecanica através de ultrassons na modulacdo do comportamento de células mamarias
saudaveis (MCF-12A) e cancerigenas (T47D). A exposicdo a ultrassons foi feita durante 10 min e a
proliferacao foi avaliada 24 h apos a estimulacao. A partir dos resultados obtidos, os autores constataram
que este tipo de estimulacao inibiu a proliferacdo das células cancerigenas, mas o mesmo fenémeno

nao ocorreu nas células saudaveis. Mais uma vez, este estudo demonstrou o potencial de estimulos
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fisicos na inibicdo da proliferacao de células cancerigenas e da possibilidade de controlar a especificidade
do tratamento, tornando-o apenas direcionado aos tecidos patologicos.

Tal como na engenharia de tecidos, os materiais eletroativos podem ser utilizados como fonte
de estimulos fisicos para modular o comportamento das células cancerigenas. Neste sentido, Marino ef
al. [77] desenvolveram uma estratégia para inibir a proliferacdo de células do cancro da mama, com
base na estimulacdo de origem piezoelétrica. Neste estudo, o efeito piezoelétrico dos materiais era
ativado por ultrassons, o que resultava na estimulacdo mecanico-elétrica das células. Para tal, efetuaram
0 revestimento de nanoparticulas piezoelétricas de titanato de béario (BaTiO3) com 1,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfatidiletanolamina-N-[metoxi(polietilenoglicol)-5000] (DSPE-PEG) para melhorar a sua
dispersao no meio de cultura. Posteriormente, as nanoparticulas revestidas foram colocadas em contacto
com células SK-BR-3, uma linha celular utilizada como modelo /7 vifrodo cancro da mama. A estimulacéo
mediada por ultrassons foi realizada durante 1 hora por dia, ao longo de 4 dias. Durante esse periodo,
monitorizaram diferentes parametros, nomeadamente a expressao génica, o ciclo celular, a organizacao
dos componentes do citoesqueleto e o metabolismo celular. Observaram que houve uma reducao
evidente da proliferacao, associada a interrupcédo do ciclo celular, a qual foi induzida pela alteracao de
varios processos: 0 aumento da transcricdo de um gene que codifica um tipo de canais de potassio
(Kir3.2), a perturbacao da homeostase de Ca®" e o disturbio da organizacao do fuso acromatico durante
a mitose. Desta forma, comprovaram que a estimulacao através de materiais piezoelétricos pode ser
uma abordagem promissora para inibir a proliferacdo de células do cancro da mama.

Adicionalmente, Marino et a/. [78] também estudaram a influéncia da estimulacdo proveniente
de materiais piezoelétricos na proliferacdo de células de glioblastoma, um forma de cancro do cérebro.
Similarmente, recobriram nanoparticulas de BaTiO; com DSPE-PEG e colocaram-nas em contacto com
células U-87, uma linha celular de glioblastoma humano primario que é utilizada frequentemente para o
estudo de novos tratamentos para os cancros cerebrais. As condicoes de estimulacao e os parametros
monitorizados foram os mesmos do estudo anterior, tendo constatado que a proliferacao celular diminuiu
significativamente, pelas mesmas razbes que este fenomeno ocorreu nas células do cancro da mama.
Porém, a inovacao deste estudo foi os autores investigaram uma nova vertente destes materiais. Ja tinha
sido demonstrado anteriormente em ensaios clinicos que a aplicacao de campos eletromagnéticos
juntamente com quimioterapia de manutencao aumentou a eficacia dessa terapia na prevencao de
relapsos, melhorando a taxa de sobrevivéncia a longo prazo [79]. Tendo isso em consideracao, os autores
decidiram averiguar o impacto dos materiais desenvolvidos neste estudo na eficacia da quimioterapia.

Para tal, implementaram a estimulacéo fornecida pelas nanoparticulas piezoelétricas juntamente com a

28



2. Estado da arte

temozolamida, um agente quimico usado especificamente para o tratamento do glioblastoma. A partir
dos resultados obtidos, concluiram que o efeito antiproliferativo da estimulacdo elétrica aumentou a
sensibilidade das células cancerigenas a quimioterapia, potenciando o efeito apoptotico desta abordagem
terapéutica. Este resultado demonstra que a aplicacao de estimulos através de materiais piezoelétricos
pode intensificar o efeito da quimioterapia, melhorando assim a metodologia de tratamento atual.

Embora os estudos anteriores tenham apresentado resultados promissores da estimulacao fisica
na inibicdo da proliferacao de diferentes células cancerigenas, existem outros estudos que sustentam o
efeito contrario. Um exemplo é o estudo realizado por Ma et a/. [80], no qual células de carcionoma
pulmonar de Lewis (C57BL) foram cultivadas em hidrogéis de colagénio do tipo 1 colocados sobre uma
membrana flexivel. Posteriormente, foram aplicados esforcos mecanicos ciclicos nessa membrana, tendo
concluido que esse tipo de estimulos aumentou a proliferacao celular. Outro exemplo é o estudo efetuado
por Novak ef a/. [81], no qual células do cancro do ovario foram cultivadas em hidrogéis de colagénio do
tipo 1 e estimuladas mecanicamente através de um biorreator tridimensional. Esse biorreator era
responsavel por aplicar esforcos mecanicos na forma de compressao, os quais também favoreceram a
proliferacdo celular. Ambos estes estudos demonstram que a estimulacdo mecéanica pode ter um efeito
proliferativo em diferentes células cancerigenas. Uma hipdtese que ja foi formulada anteriormente e que
¢ fomentada por estes estudos € que a existéncia de uma elevada pressao intersticial em certos tumores
sélidos pode favorecer a proliferacdo excessiva das células cancerigenas, 0 que aumenta o carater
maligno e dificulta o tratamento deste tipo de patologia [82].

Através desta analise bibliografica, verificou-se que existem estudos que confirmam a
adequabilidade dos estimulos provenientes de materiais eletroativos na modulacdo do comportamento
de células com e sem patologias e outros que sustentam a premissa de que o efeito antiproliferativo da
estimulacdo fisica em células cancerigenas pode melhorar a eficacia da quimioterapia. Por outro lado,
existem estudos que comprovam que a estimulacdo mecénica pode aumentar a capacidade de
proliferacdo e invasao das células cancerigenas. No entanto, ndo foram encontradas informacdes
relativas a aplicacao de estimulos fisicos em células de RMS, o que revela que o seu efeito neste tipo de
cancro aparenta ser desconhecido. Por isso, o principal foco desta dissertacao ¢ a avaliacdo do impacto
da estimulacao fisica proporcionada por polimeros piezoelétricos e compositos magnetoelétricos no
comportamento de uma linha celular de RMS, com o intuito de determinar se estes materiais eletroativos

podem auxiliar o combate ao cancro muscular.

29



3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

Os materiais desenvolvidos nesta dissertacdo tém como matriz polimérica o PVDF ou o P(VDF-
TrFE). O PVDF (Solef 6010) foi adquirido na Solvay e o P(VDF-TrFE) (70/30% mol) foi adquirido na
ARKEMA. Para preparar as solucdes poliméricas, utilizou-se como solvente a dimetilformamida (DMF
99,8%) obtida na PanReac AppliChem. No caso dos materiais compdsitos, foram utilizadas

nanoparticulas de Fe;04 (= 30 nm) e CoFe,0,4 (35-55 nm), ambas adquiridas na Nanoamor.

3.2. Métodos

3.2.1. Processamento dos materiais eletroativos

Os materiais eletroativos foram processados utilizando duas técnicas distintas: solvent casting
para a obtencéo de filmes e eflectrospinning para a obtencao de fibras. De seguida, serdo abordados os
conceitos basicos destas técnicas de processamento, assim como os procedimentos experimentais

realizados.
3.2.1.1. Solvent casting

Solvent casting é uma técnica de processamento de polimeros usada maioritariamente para a
producdo de filmes finos que podem ser aplicados em multiplas areas, desde a eletrénica a engenharia
de tecidos [83]. E uma técnica que tem vindo a ser muito explorada devido ao seu custo reduzido e ao
tempo de preparacao curto, mas principalmente devido a facilidade de manipulacao e reproducéo das
condicoes. Desta forma, é possivel adaptar as propriedades dos filmes obtidos a aplicacao desejada e
simultaneamente assegurar uma maior reprodutibilidade comparativamente a outras técnicas [83].

A producdo de filmes poliméricos por solvent casting (Figura 3.1) é muito simples. Primeiro, o
polimero é dissolvido num solvente formando uma solucéo polimérica que posteriormente é depositada
num substrato como uma placa de vidro. Essa solucéo é distribuida uniformemente pela placa com o

auxilio de um extensor que regula a espessura do filme. A seguir, permite-se que ocorra a total
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evaporacao do solvente, restando apenas a matriz polimérica cristalizada. Concluida essa etapa, €
possivel destacar cuidadosamente o filme [84].

E importante salientar que existem condicdes neste processo que afetam a cristalizacdo do
polimero e, por consequéncia, a sua morfologia, estrutura cristalina, propriedades de superficie e
capacidade de deformacao. Essas condicdes incluem o solvente utilizado e o ambiente em que se da a
evaporacao do solvente [83]. No caso dos filmes de PVDF, se a evaporacdo do solvente for realizada
numa estufa com temperatura superior a 70°C e a pressao atmosférica da-se a formacao de um filme
sem porosidade, enquanto que se for realizada a temperatura ambiente, o filme obtido apresenta uma

estrutura porosa [84].
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Figura 3.1. Esquema das etapas da producao de filmes poliméricos por solvent casting.
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Procedimento experimental

Produziram-se quatro filmes distintos, com diferentes polimeros e nanoparticulas, cuja
designacao e composicao estao apresentadas na Tabela 3.1. Todas as solucdes foram preparadas de
forma a obter-se uma concentracao de 15% (p/p) de polimero. Para tal, comecou-se por dispersar as
nanoparticulas em DMF sob sonicacdo durante 3 horas. De seguida, o polimero foi adicionado e
dissolvido sob agitacdo mecanica constante. Quando o polimero estava completamente dissolvido,
verteu-se um pouco da solucdo polimérica na placa de vidro e esta foi distribuida uniformemente pela

placa através de um extensor, de forma a obter filmes com uma espessura final de aproximadamente
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50 um. A evaporacao do solvente foi feita numa estufa (P-Selecta) a 210 °C durante 10 min. Por fim,

apos arrefecimento a temperatura ambiente, os filmes foram destacados da placa de vidro.

Tabela 3.1. Designacao e composicao dos filmes produzidos por solvent casting:

Nanoparticulas
Designacao Polimero
Tipo % (p/p)
PVDF/10FO PVDF FO 10
PVDF/20FO PVDF FO 20
PVDF/20CFO PVDF CFO 20
P(VDF-TrFE)/20CFO P(VDF-TrFE) CFO 20

3.2.1.2. Electrospinning

Electrospinning € uma técnica de processamento de polimeros, simples e econémica, a partir
da qual é possivel obter fibras com didametros a escala micro ou nanométrica. Esta técnica despertou o
interesse da comunidade cientifica e tem sido utilizada em diversas aplicacdes, visto que permite produzir
membranas compostas por fibras extremamente finas, com uma elevada area de superficie e poros de
peguena dimensao [85].

Os aparelhos necessarios para a realizacdo do electrospinning consistem numa fonte de alta
tensdo, uma seringa com agulha metalica contendo a solucdo polimérica (polimero e solvente), uma
bomba de fluxo e um coletor condutivo (normalmente revestido por folha de aluminio) [85]. O coletor
pode ser adaptado consoante os requisitos, utilizando-se um coletor estatico para a obtencéo de fibras
ndo orientadas (Figura 3.2a) e um coletor rotativo para a obtencéo de fibras orientadas (Figura 3.2b).

O processo baseia-se na aplicacdo de um campo elétrico cuja funcao é direcionar a solucdo
polimérica desde a ponta da agulha da seringa até ao coletor, que se encontram sujeitos a cargas opostas
[85]. Inicialmente, quando a bomba de fluxo é ativada, forma-se uma gota esférica na ponta da agulha
gracas a tensdo superficial do fluido. A tensao aplicada na agulha metalica provoca o movimento dos

ides no interior da solucao polimérica. Simultaneamente, a repulsdo entre esses ides origina uma forca
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electroestatica que se opde a tensao superficial. Quando essa forca supera a tensao superficial, a gota
adquire uma forma cénica (cone de Taylor) e a solucdo comeca a ser ejetada em direcdo ao coletor,
formando-se um jato. Durante o seu percurso até ao coletor, o campo elétrico e a evaporacao do solvente
promovem o estiramento e afinamento do jato, fazendo com que as fibras depositadas no coletor sejam

extremamente finas [85].

d
Cone de Taylor Cc;l’e:or
Seringa com P estatico
solugdo polimérica .
Bombadefluxo | [ > | T
Fonte de alta tensdo

Coletor

Cone de Taylor rotativo

Seringa com p—
solucédo polimérica

Bomba de fluxo

Fonte de alta tensao

Figura 3.2. Esquema do sistema de electrospinning utilizado para a producao de fibras ndo orientadas (a) e
orientadas (b).

Uma das principais vantagens do electrospinning é a sua adaptabilidade, uma vez que as
propriedades das fibras podem ser ajustadas controlando determinados parametros. A Tabela 3.2

resume o efeito destes parametros na morfologia das fibras.
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Tabela 3.2. Efeito dos parametros de efectrospinning na morfologia das fibras [86-88].

Parametros Efeito na morfologia das fibras
Tensao aplicada Aumento da tensdo aplicada — Diminuicao do didmetro das fibras
Parametros Fluxo Aumento do fluxo — Aumento do didmetro e dos poros das fibras

do processo

Distancia da

Aumento da distancia — Diminuicédo do diametro das fibras
agulha ao coletor

Solvente Aumento da volatilidade — Diminuicdo dos defeitos das fibras
Parémetr~os Concen’tragéo Aumento da concentracdo — Aumento do diametro das fibras
da solucao do polimero
Condutividade Aumento da condutividade — Diminuicao do didametro das fibras
Temperatura Aumento da temperatura — Diminuicao do diametro das fibras
Parametros
ambientais
Humidade Aumento da humidade — Diminuicao do didametro das fibras

» Tensao aplicada

Investigacdes anteriores demonstraram que aplicacdo de uma tensao na solucéo polimérica
através da agulha metalica é o fator responsavel pela deformacao da gota esférica na ponta da agulha
originando o cone de Taylor e consequente formacao de fibras ultrafinas. Este fenomeno apenas ocorre
a partir de uma voltagem critica, sendo que o valor dessa voltagem varia de polimero para polimero. Em
geral, verificou-se que um aumento da tensdo aplicada induz uma diminuicdo no diametro das fibras
gracas ao estiramento do jato devido a maior repulsao entre as cargas na solucao polimérica [86]. No
entanto, a aplicacdo de uma tensdo muito superior ao valor critico resulta na formacéo de fibras com
defeitos, o que se deve ao aumento do tamanho do cone de Taylor e ao aumento da velocidade do jato

para um mesmo valor de fluxo [87].
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> Fluxo

O fluxo € um parametro crucial para o fabrico de fibras uniformes e sem defeitos. Um aumento
do fluxo provoca um aumento da velocidade do jato, o que induz a deposicao de fibras com um diametro
superior e poros maiores [87]. Ainda, se o fluxo for demasiado elevado e a velocidade do jato nao permitir

a evaporacao total do solvente, da-se a formacao de fibras molhadas e com defeitos [88].

» Distancia da agulha ao coletor

A morfologia das fibras é facilmente afetada pela distancia da agulha ao coletor, uma vez que
esta influencia o tempo de deposicdo, a taxa de evaporacdo e o intervalo de instabilidade do jato [86,
88]. Desta forma, consoante a solucao polimérica, existe uma distancia ideal que permite a formacao de
fibras uniformes. Constatou-se que os sistemas com uma menor distancia da agulha ao coletor tém
tendéncia para gerar fibras molhadas e com defeitos, isto porque o intervalo de tempo que o jato demora
a depositar-se pode nao ser suficiente para permitir a evaporacdo total do solvente. Para além disso,
uma diminuicdo dessa distancia esta associada a producéo de fibras com um didametro superior, visto

que o jato esta sujeito a um menor estiramento [86].

» Solvente

A selecdo do solvente ¢ um fator essencial para o bom funcionamento do efectrospinning visto
qgue uma etapa importante do processo corresponde a evaporacdo do solvente durante o percurso do
jato desde a agulha ao coletor. O solvente escolhido tem de ser capaz de dissolver o polimero a processar
e possuir uma volatilidade adequada [86-88]. Se a volatilidade for muito elevada, o risco de a solucéo
polimérica secar na ponta da agulha e obstrui-la € maior. Contudo, se a volatilidade for muito baixa, o

solvente nao evapora devidamente, ocorrendo a deposicao de fibras molhadas e com defeitos [86].

» Concentracao do polimero

A concentracdo do polimero esta diretamente relacionada com a viscosidade e a tensao
superficial da solucado polimérica, fatores que afetam drasticamente a formacao das fibras. Quando a
concentracdo de polimero é baixa, ocorre a fragmentacao das cadeias poliméricas antes destas atingirem
0 coletor devido ao efeito do campo elétrico aplicado e da tensao superficial da solu¢éo, comprometendo
a continuidade e uniformidade das fibras [86]. Por outro lado, um aumento da concentracao resulta num

aumento da viscosidade da solucdo e num maior emaranhamento das cadeias poliméricas. Esse
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emaranhamento supera o efeito do campo elétrico aplicado e da tensao superficial da solucéo e permite
a deposicao de fibras uniformes e continuas [88]. Para além disso, o aumento da concentracdo e

consequente aumento da viscosidade da solucao origina um aumento do didametro das fibras [86-88].

» Condutividade

O electrospinning é um processo que depende das forcas de Coulomb entre as cargas presentes
na solucao polimérica e da forca que advém do campo elétrico aplicado. Todavia, se a solucéo polimérica
ndo for condutora, ndo ocorre a acumulacdo de cargas a superficie da solucdo por acdo do campo
elétrico, ndo sdo geradas as forcas eletrostaticas responsaveis pela formacdo do cone de Taylor e,
consequentemente, a deposicdo de fibras ndo € possivel [87]. Um aumento da condutividade da solucéo
nao so permite um aumento da acumulacao de cargas a superficie da gota permitindo a formacao do

cone de Taylor, mas também provoca uma diminuicdo no diametro das fibras [86, 87].

» Temperatura e humidade

Para além dos parametros do processo e da solucdo, alguns estudos reportaram que as
condicdes ambientais como a temperatura e a humidade também influenciam a morfologia das fibras.
Um aumento da temperatura induz dois efeitos distintos: um aumento a taxa de evaporacdo do solvente
e uma diminuicdo da viscosidade da solucdo. Ambos resultam numa diminuicado do didametro das fibras
[88]. Relativamente a humidade, esta controla a cristalizacdo do polimero e, quanto maior for, menor

sera o diametro das fibras [87].

Procedimento experimental

Produziram-se trés tipos de fibras distintos com e sem nanoparticulas, cuja designacao,
composicao e orientacao estdo apresentadas na Tabela 3.3. Para a preparacao da solucdo polimérica
sem nanoparticulas, o PVDF foi dissolvido em DMF a 30 °C sob agitacdo magnética constante, de forma
a obter uma solucdo com uma concentracao de 15% (p/p) de polimero. Quando o polimero se encontrava
completamente dissolvido, a solucdo foi transferida para uma seringa de 10 mL com uma agulha
metalica de diametro 0,5 mm. O efectrospinning foi realizado com uma fonte de alta tensdo da
Matsusada (modelo AU-30P1-L) a 14 kV e uma bomba da Syringe Pump (modelo NE-1000), na qual se

definiu um fluxo de 0,3 mL/h. Recorreu-se a um coletor plano e estatico de aluminio para a obtencao de
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fibras nao orientadas e um coletor cilindrico de aluminio com uma rotacdo de 1500 rpm para a obtencao

de fibras orientadas. Ambos os coletores foram colocados a 20 cm da ponta da agulha.

Tabela 3.3. Designacao, composicao e orientacdo das fibras produzidas por electrospinning.

Nanoparticulas
Designacao Polimero Orientagdo
Tipo % (p/p)
PVDF NO PVDF - - Nao orientadas
PVDF O PVDF - - Orientadas
PVDF/10FO O PVDF FO 10 Orientadas

Para a preparacdao da solucdo polimérica com nanoparticulas, numa primeira fase, as
nanoparticulas foram dispersas em DMF sob sonicacdo durante 3 h. Posteriormente, o PVDF foi
adicionado e dissolvido sob agitacdo mecanica constante. A solucéo foi preparada de forma a obter uma
concentracdo de 15% (p/p) de polimero e 10% (p/p) de nanoparticulas. O electrospinning foi realizado
utilizando os mesmos equipamentos, aplicando uma tensao de 15 kV e um fluxo de 0,5 mL/h. Apensas
foram produzidas fibras orientadas com o auxilio do mesmo coletor cilindrico com uma rotacao de 1500

rpm colocado a uma distancia de 15 cm da ponta da agulha.

3.2.2. Caracterizacdo dos materiais produzidos

Os materiais produzidos foram caracterizados através de microscopia eletronica de varrimento,
medicdo de angulos de contacto, espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier,
calorimetria diferencial de varrimento, analise termogravimétrica, ensaios mecanicos e magnetometria
de amostra vibrante. Cada uma destas técnicas sera apresentada, expondo os principios de

funcionamento e as condicdes de analise utilizadas.

3.2.2.1. Microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento (SEM do inglés Scanning Electron Microscopy) é uma

técnica bastante versatil usada para analisar a superficie de materiais a escala micro e nanométrica.
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Este tipo de microscopia permite a aquisicdo de imagens que fornecem informacdes acerca da
topografia, morfologia e composicao de uma amostra através da recolha e processamento de sinais que
resultam da interacdo de um feixe de eletrdes com um determinado volume de material [89].
Comparativamente a microscopia odtica, esta técnica permite obter imagens com uma resolucao
significativamente mais elevada [89-91].

Esta técnica requer a utilizacao de um equipamento complexo que possui varios componentes
(Figura 3.3), cada um com uma funcao importante na obtencdo das imagens. O canh&o de eletrdes no
topo do equipamento corresponde a fonte de eletrdes, no qual estes sdo emitidos a partir de um filamento
aquecido que funciona como catodo. O anodo consiste num disco com um orificio que tem como funcéo
a acelerar o feixe emitido. As lentes convergentes sao lentes magnéticas que reduzem o didametro do
feixe de eletrdes, garantindo que este incide apenas uma pequena area da amostra. As bobines defletoras
provocam a deflexdo do feixe de eletrdes em multiplas direcoes, fazendo com que este alcance diferentes
pontos da amostra. As lentes objetivas alteram a posicao vertical do feixe, sendo essenciais para focar
imagem. Os detetores encontram-se na mesma camara que a amostra, abaixo das lentes objetivas. Estes
Sao responsaveis por capturar os sinais emitidos pela amostra e atuam como transdutores,
transformando esses sinais em sinais elétricos. A amostra é colocada num suporte que possibilita ajustar
a sua posicao em multiplas direcoes. A imagem € obtida por processamento computacional dos sinais

emitidos pela amostra apds o varrimento continuo da sua superficie pelo feixe de eletrdes [90].

> Canhao de eletroes

] I » Anodo

[ B
I | :'—' Lentes convergentes

@m @m > Bobines defletoras

| | » Lente objetiva

] L > Detetor de eletrdes retrodifundidos

¢/ > Detetor de eletrdes secundarios
[E 1\;‘._ Amostra
I > Suporte

Figura 3.3. Esquema de um equipamento de SEM e respetivos constituintes. Adaptada de [91, 92].
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A analise através de SEM apenas é possivel se a amostra for preparada de uma forma correta.
Amostras metalicas ndo necessitam de nenhuma preparacdo, uma vez que a natureza condutora dos
metais permite o fluxo de corrente através da amostra apds o bombardeamento por eletrdes. No entanto,
as amostras ceramicas, poliméricas e especialmente as bioldgicas necessitam de ser revestidas por uma
camada fina de um material condutor para evitar a acumulacéo de cargas a superficie que impossibilita
a obtencdo da imagem [91]. Normalmente, estas amostras sdo preparadas através da deposicdo de uma
camada de ouro ou de uma liga de ouro e paladio por pulverizacdo catodica [89, 91]. Para além da
preparacdo das amostras, a obtencado de imagens por SEM apenas é possivel se o vacuo for mantido no
interior do equipamento, uma vez que os eletrbes apenas sao capazes de percorrer uma distancia muito
pequena através do ar [90, 91].

A interacdo entre o feixe de eletrdes e o material resulta na emissdo de diferentes sinais,
nomeadamente eletrdes retrodifundidos, eletrdes secundarios, raios-X caracteristicos, eletrdes de Auger,
entre outros [90]. Os sinais mais utilizados na obtencdo de imagens de SEM sdo os eletrdes
retrodifundidos e os eletrdes secundarios. Os eletrdes retrodifundidos resultam da interacdo elastica do
feixe com os atomos da amostra e sdo emitidos na mesma direcdo do feixe, com uma perda de energia
reduzida e elevada velocidade. Os elementos quimicos com um ntmero atémico maior emitem um maior
numero de eletrdes retrodifundidos que os elementos quimicos com um numero atémico menor, o que
permite diferenciar fases da amostra compostas por elementos diferentes. Geralmente, os dtomos com
um numero atémico mais elevado aparecem mais claros nas imagens de SEM, enquanto que os atomos
com um numero atémico mais baixo aparecem mais escuros [92]. Os eletrdes secundarios resultam da
interacdo inelastica do feixe com os eletrdes de valéncia dos atomos da amostra, provocando a ejecao
desses eletrdes. Comparativamente aos eletrdes retrodifundidos, os eletrdes secundarios possuem uma
menor energia, velocidade reduzida e ndo fornecem informacdo acerca da composicdo, apenas da
topografia [90, 92]. As imagens de SEM podem ser formadas com base num unico sinal, correspondendo
a uma analise mais rapida, ou combinando multiplos sinais, sendo uma analise mais demorada que

permite obter uma melhor resolucao [92].

Condicdes de analise

As amostras foram preparadas para analise através da deposicdo de uma camada fina de ouro
por pulverizacao catddica no aparelho Quorum Emitech K550 Sputter Coater. As imagens de SEM foram

recolhidas no equipamento Hitachi S-4800 com uma aceleracao de 10 kV. A distribuicdo dos didametros
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das fibras produzidas foi calculada através da medicao de 50 fibras usando imagens com uma ampliacéo
de x5.0k e o software /mageJ.

Para avaliar o encapsulamento e a dispersdo das nanoparticulas, foram utilizadas amostras sem
deposicao de ouro e o equipamento Hitachi S-3400 no modo de detecdo de eletrdes retrodifundidos

(BSE), com uma aceleracao de 20 kV.

3.2.2.2. Medicao do angulo de contacto

A medicdo do angulo de contacto permite avaliar a molhabilidade de uma superficie por um
liguido. Normalmente, o liquido utilizado é a agua e, desta forma, é possivel determinar a hidrofobicidade
do material [93]. Para efetuar a medicdo, ¢ depositada uma gota com um volume definido sobre a
amostra. Apds o repouso da gota, é capturada uma imagem e, através de um software informatico, a
linha de contorno da gota é definida. De seguida, o angulo de contacto (Figura 3.4) é calculado,
correspondendo ao angulo entre a tangente a linha de contorno da gota (interface entre o liquido e o
vapor) e a tangente a superficie da amostra (interface entre o solido e o liquido). A superficie é

considerada hidrofilica se o angulo de contacto for inferior a 90° e hidrofébica se for superior a 90° [93].

Vapor Liquido o}

Sélido

Figura 3.4. Representacao do angulo de contacto (0) de uma gota numa superficie solida. Adaptada de [93].

Condicdes de analise

O equipamento e o software utilizados para a medicdo do angulo de contacto foram o
Dataphysics Contact Angle System OCA e o SCA 20, respetivamente. O volume definido para cada gota
foi 3 WL, o liquido escolhido foi agua ultrapura a temperatura ambiente e foram realizadas 6 medicdes

em pontos diferentes para cada amostra.
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3.2.2.3. Espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR do inglés Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) € uma técnica de caracterizacdo que fornece informacdes acerca da
composicao e estrutura molecular de uma amostra, permitindo identificar os grupos funcionais nela
presentes [94].

O FTIR baseia-se no facto das ligacdes quimicas possuirem frequéncias e amplitudes de vibracéo
especificas que dependem de varios fatores, incluindo os atomos envolvidos [92]. Quando uma molécula
¢ exposta a radiacdo infravermelha, esta absorve as gamas da radiacdo com uma energia igual a
necessaria para provocar a vibracdo das suas ligacdes quimicas [94]. Os movimentos vibracionais de
uma molécula podem envolver alteracdes a nivel do comprimento (estiramento) ou do angulo (flexdo)
das ligacdes quimicas, existindo multiplas variacdes (Figura 3.5). No entanto, apenas as vibracdes
assimétricas, capazes de provocar uma alteracdo do momento dipolar da molécula, sdo identificadas

através de infravermelhos [94, 95].

Estiramento Flexdo
A A
( | |
. « B . N N N
Simétrico Assimétrico Tesoura Rotagdo Balango Torgdo

Figura 3.5. Representacdo dos diferentes tipos de vibracdo de uma molécula quando é exposta a radiacéo
infravermelha. Adaptada de [92].

Um espectrofotdmetro de FTIR (Figura 3.6) possui uma fonte responsavel por emitir um feixe de
radiacao infravermelha que contém os comprimentos de onda que se pretende analisar. Esse feixe é
direcionado para um interferémetro, um dispositivo composto por varios espelhos, sendo um deles
movido por um motor. Apos atravessar o interferémetro, o feixe de radiacdo interage com a amostra,
sofrendo transmissao ou reflexao consoante o tipo de analise efetuada. Apos a absorcdo das gamas
caracteristicas por parte da amostra, o feixe de radiacao resultante atinge o detetor, que tem como funcéo

transmitir os dados para o computador. Os dados brutos correspondem ao interferograma, que relaciona
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a intensidade do sinal detetado com a posicao do espelho. Por fim, o interferograma é convertido num
espectro através de um algoritmo que implementa transformadas de Fourier [96]. Geralmente, o espectro
¢ apresentado sob a forma de um grafico que expressa a transmitancia em percentagem (energia da
radiacdo que nao foi absorvida pela amostra) por nimero de onda em cm! (inverso do comprimento de
onda). Como a maioria dos grupos funcionais sao responsaveis pela absorcdao de radiacOes
infravermelhas com um ntimero de onda compreendido entre os 4000 e 400 cm™, essa é a gama mais

utilizada nesta técnica [95, 96].

Computador
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Figura 3.6. Diagrama do funcionamento de um espectrofotémetro de FTIR. Adaptada de [95].

Apds a descoberta desta técnica, os cientistas estudaram a absorcao de radiacao infravermelha
de multiplas substancias, identificando as bandas de absorcao caracteristicas de varios grupos funcionais
e moléculas [96]. Uma vez obtido o espectro de absorcdo de uma amostra, é possivel detetar as bandas
de absorcao (picos do grafico) e compara-las com a literatura de forma a determinar a sua constituicao.

Para além da identificacao das fases de PVDF presentes numa amostra, o FTIR também permite
a determinacéo da quantidade relativa de fase . Segundo Gregorio et al. [97], a fracao de fase B numa

amostra contendo as fases « e § do PVDF pode ser calculada a partir da equacdo 3.1, na qual F(B)
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representa a fracao de fase 8, Aq e Ag a absorcao a /63 e 840 cm? Ka € Kg 0s coeficientes de absorcao

naqueles nimeros de onda, cujos valores sao 6,2><104 e 7,7><104 cm?/mol, respetivamente.

Ag
- 3.1
F(B) (Kg/Kq) Ag + Ag o4

Condicbes de analise

O espectro de absorcdo das amostras foi obtido utilizando o espectrofotémetro Bruker FTIR
Spectrometer ALPHA I/ e o respetivo sistema acessorio de reflexdo total atenuada (ATR do inglés
Attenuated Total Reflectance). A analise foi feita num intervalo compreendido entre os 600 e os 4000

cm, com uma resolucdo de 4 cm, realizando-se 64 varrimentos para cada amostra.

3.2.2.4. Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC do inglés Differential Scanning Calorimetry) é uma
técnica de analise térmica que permite medir o fluxo de calor associado as transicdes de um material
em funcdo da sua temperatura [98]. Para tal, é necessaria uma amostra do material que pretendemos
analisar e um material de referéncia, os quais sdo colocados no interior de um cadinho feito de um
material com uma elevada condutividade térmica [99]. Normalmente, a referéncia costuma ser o ar,
utilizando-se um cadinho vazio. A analise é feita num instrumento que pode ser de dois tipos: DSC de
fluxo de calor e DSC com compensacdo de poténcia [100]. No caso do DSC de fluxo de calor, o
instrumento possui apenas uma camara na qual se coloca tanto o cadinho da amostra e como o cadinho
da referéncia. A amostra e a referéncia sdo aquecidas a partir do mesmo sistema de aquecimento,
medindo-se a diferenca de temperatura entre elas através de sensores de temperatura acoplados aos
cadinhos. Posteriormente, o software do sistema converte a diferenca de temperatura medida em fluxo
de calor e gera um grafico do fluxo de calor em funcdo da temperatura da amostra [99, 100]. O principio
de funcionamento de DSC com compensacao de poténcia (Figura 3.7) é semelhante, mas o instrumento
possui duas camaras, uma para a amostra e outra para a referéncia, cada uma com um sistema de
aquecimento independente. Durante a analise, o instrumento atua de forma a que a diferenca de
temperatura entre a amostra e a referéncia seja sempre nula. Quando ocorre uma transicao térmica na

amostra, a poténcia do sistema de aquecimento da amostra tem de ser ajustada, de forma a manter a
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temperatura da amostra igual a da referéncia. Esta diferenca de poténcia ¢ medida e equivale a energia

do fluxo de calor que ocorre na amostra [100].

Sistema de aquecimento

Camara

Compartimento da amostra

Compartimento da referéncia

CNONCNCONC

Sensor de temperatura

Figura 3.7. Esquema de um instrumento de DSC com compensacéo de poténcia. Adaptada de [100].

Durante este tipo de analise, 0 aquecimento do material origina diferentes transicdées que se
traduzem de uma forma caracteristica na curva de DSC (Figura 3.8). Dependendo da natureza da
transicao térmica, o fluxo de calor associado pode ser do exterior para a amostra (endotérmico) ou da
amostra para o exterior (exotérmico) [99]. Para uma correta interpretacdo da curva de DSC, é essencial
sinalizar a direcdo na qual se observa um fluxo endotérmico, que geralmente é na direcdo positiva do
eixo vertical. A primeira transicdo que se pode detetar num material polimérico é a transicao vitrea,
ocorrendo apenas em materiais amorfos, a baixas temperaturas. Esta corresponde a um aumento da
mobilidade das cadeias poliméricas, fazendo com que o material passe de um estado fragil (vidro) para
um estado mais viscoso (borracha). Esta transicdo consiste num processo endotérmico que se traduz
numa subida da linha base da curva de DSC [101]. Apos a transicdo vitrea, o aumento da temperatura
pode induzir a cristalizacdo a frio de certos materiais. Este tipo de cristalizacao ocorre devido a elevada
mobilidade das cadeias poliméricas, que se organizam de forma compacta e estruturada, resultando na
libertacao de energia por parte do material. Este processo exotérmico traduz-se num pico negativo na
curva de DSC, cuja area é proporcional a entalpia de transicao da cristalizacéo a frio (AH,). Por fim, o
aquecimento adicional do material provoca a sua fusdo, um processo endotérmico que se reflete num

pico positivo na curva de DSC, cuja area é proporcional a entalpia de transicao da fusao (AH;) [101].
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Figura 3.8. Representacdo das possiveis transicdes de um material polimérico numa curva de DSC.

T, - Temperatura de transicao vitrea. T, - Temperatura de cristalizacéo. T - Temperatura de fusdo. Adaptada de

[101].

Para além da determinacdo das temperaturas de transicdo vitrea, de cristalizacdo e de fusao,
esta técnica de caracterizacao também permite calcular o grau de cristalinidade de um material. Para
amostras compostas por ambas as fases a e 3 do PVDF, o grau de cristalinidade pode ser calculado a
partir da equacao 3.2, na qual AX, representa o grau de cristalinidade, AH; a entalpia de fuséo da

amostra, x e y a quantidade de fase a e B, respetivamente, e AH, e AHg as entalpias de fusdo de uma

amostra 100% cristalina na fase a e 8, cujos valores sdo 93,07 e 103,4 J/g, respetivamente [102].

AHy
x AHy, +y AHp

AX, = (3.2)

No caso de amostras de P(VDF-TrFE), como este copolimero apenas é constituido pela fase B, o
grau de cristalinidade é calculado a partir de uma equacao diferente (equacdo 3.3), na qual AX.
representa o grau de cristalinidade, AH; a entalpia de fusao da amostra e AH;qg a entalpia de fusao do

copolimero 100% cristalino, cujo valor € 66 J/g [103].

AH;
AHy 9

AX, = (3.3)
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Condicbes de analise

A anadlise das amostras por DSC foi realizada num equipamento Perkin-Elmer DSC 8000, cujo
principio de funcionamento é o DSC com compensacao de poténcia. O varrimento das temperaturas foi
feito entre os 0 e os 200 °C, a uma velocidade de 10 °C/min, numa atmosfera de azoto. Utilizaram-se

cadinhos de aluminio de 30 L, sendo a referéncia um cadinho vazio.

3.2.2.5. Analise termogravimétrica

A analise termogavimétrica (TGA do inglés Thermogravimetric Analysis) é uma técnica que
permite avaliar a estabilidade térmica de um material através da determinacao de variacées na massa
em funcao da temperatura [98, 99]. Os principais componentes de um equipamento de TGA (Figura 3.9)
sdo uma balanca com elevada sensibilidade e uma fornalha programavel para regular a taxa de
aquecimento da amostra. A balanca encontra-se acima da fornalha e esta termicamente isolada. No
interior da fornalha encontra-se uma camara de forma cilindrica com o sistema de aguecimento em redor
das suas paredes. Um arame é suspenso da balanca para o interior dessa camara, encontrando-se no
final do arame um suporte para colocar a amostra. Um sensor de temperatura é colocado abaixo da
amostra, com o objetivo de garantir o gradiente de temperatura desejado. Durante a analise, o sistema
de purga é responsavel pela entrada e saida de um gas na camara com o objetivo de manter a atmosfera
inerte. Para além disso, 0 equipamento encontra-se ligado a um computador capaz de gerar um
termograma, que consiste num grafico com a percentagem de massa da amostra em funcdo da
temperatura [100, 104].

Um termograma de TGA (Figura 3.10) fornece informacdes relevantes acerca da degradacéo do
material analisado. A temperatura inicial de degradacao (T,st) € a temperatura a partir da qual o material
comeca a sofrer degradacéo e, consequentemente, se verifica uma diminuicdo subita na massa [92,
100]. Esta temperatura corresponde ao ponto de intersecao entre o prolongamento da porcéo da curva
antes da degradacao e a tangente a porcao da curva onde se verifica a diminuicao mais acentuada da
massa da amostra [92]. Para facilitar a interpretacao, usualmente ¢ aplicada uma derivada de primeira
ordem na curva do termograma. Através dessa derivada, € possivel analisar as diferentes taxas de
degradacao, correspondendo o pico da derivada ao ponto no qual a variacao da massa & mais acentuada
[92, 100]. A massa residual obtida no final do TGA corresponde a massa das cinzas resultantes do

processo de pirdlise [92].
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Figura 3.9. Esquema de um equipamento de TGA. Adaptada de [100].

CondicOes de analise

A analise termogavimétrica foi realizada no equipamento Meftler Toledo TGA/SDTAS851,
utilizando cadinhos de ceramica. Os ensaios foram feitos entre os 25 e 900 °C, com uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min numa atmosfera de azoto.

Tonset

<
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Figura 3.10. Exemplo de um termograma de TGA e respetiva derivada, obtidos a partir do aquecimento de um
material polimérico. Tt - Temperatura inicial de degradacdo. Adaptada de [92].

47



3. Materiais e Métodos

3.2.2.6. Ensaios mecanicos

A determinacdo das propriedades mecanicas de um material € importante para avaliar a sua
adequabilidade a aplicacao proposta. Estas propriedades podem ser determinadas através de ensaios
mecanicos nos quais sao aplicados esforcos sobre o material e a sua resposta € monitorizada. A selecao
do teste mais apropriado depende nao s6 da propriedade mecéanica que se pretende determinar, mas
também da natureza do material e respetiva aplicacdo. No caso de materiais de suporte celular, uma
propriedade mecénica relevante ¢ a elasticidade, uma vez que esta pode influenciar a proliferacdo e
diferenciacao das células, nomeadamente das células musculares [105-107].

Um dos ensaios mecanicos mais utilizados para determinar a elasticidade de um material & o
ensaio de tracdo. Neste tipo de ensaio, é utilizado um equipamento (Figura 3.11) capaz de aplicar uma
tensao uniaxial na amostra até a sua rutura [108]. Para tal, a amostra é fixa ao equipamento através de
duas garras. De seguida, uma das extremidades da amostra permanece fixa e a outra extremidade ¢

tracionada, ocorrendo um estiramento.

-~ R
@ Garras
@ @ célula de carga
@ @ Amostra
®
O

Figura 3.11. Esquema do equipamento utilizado para os ensaios mecanicos.

Durante o ensaio, a intensidade da forca aplicada é medida por uma célula de carga. Sabendo
a area da seccao transversal da amostra, é possivel determinar a tensao aplicada segundo a equacao
3.4, na qual o representa a tensdo, F a for¢a aplicada medida pela célula de carga e S, a area da

seccao transversal inicial da amostra [109].

48



3. Materiais e Métodos

o= — (3.4)

Para além da tensdo, medindo as variagdes no comprimento da amostra ao longo do ensaio e
sabendo o comprimento inicial, & possivel determinar a deformacao da amostra através da equacao 3.5,
na qual € representa a deformacdo, Al a variacdo do comprimento da amostra (diferenca entre o

comprimento naquele instante e o comprimento inicial) e [, o comprimento inicial [109].

Al

- 3.5
L (3.5)

E =

Estes resultados sao obtidos recorrendo a um software, sendo possivel a partir deles gerar um
grafico que expressa a tensao aplicada em funcao da deformacao da amostra [108].

Durante este tipo de ensaio, os materiais podem exibir dois tipos de comportamento: elastico e
plastico. O comportamento elastico esta associado a uma deformacao reversivel, sendo o material capaz
retomar a sua forma e dimensdes iniciais quando o esforco deixa de ser aplicado. O comportamento
plastico verifica-se quando o limite de elasticidade do material é ultrapassado e a deformacéo torna-se
permanente e irreversivel [109]. Estes dois comportamentos manifestam-se de forma distinta na curva
de tensao-deformacao (Figura 3.12), sendo facilmente identificados. Numa fase inicial, verifica-se que a
curva apresenta uma forma linear, sendo a tensao proporcional a deformacéo. Essa linearidade esta
associada ao comportamento elastico e pode ser descrita pela lei de Hooke (equacao 3.6), na qual o
representa a tensdo, € a deformacdao e E o modulo de Young do material, podendo também ser

denominado modulo de elasticidade.

o= FEc¢ (3.6)

O médulo de Young corresponde ao declive da regido linear da curva de tensado-deformacéo e
consiste numa medida da resisténcia do material & deformacao elastica [108]. O limite de elasticidade
do material corresponde ao ponto da curva a partir do qual deixa de existir uma proporcionalidade entre
a tenséo e a deformacao, passando o material a apresentar um comportamento plastico [108, 110].
Uma vez ultrapassado o limite de elasticidade, o material continua a deformar como consequéncia do

aumento da tensao aplicada, até se dar a rutura do mesmo [110].
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Figura 3.12. Curva de tensao-deformacao tipica de um material polimérico obtida a partir de um ensaio de tracao.
Ponto A - Limite de elasticidade. Ponto B - Rutura do material. Adaptada de [108].

Para além do ensaio de tracdo, os ensaios mecanicos dinamicos sdo outra forma de
caracterizacao interessante para avaliar a evolucao do comportamento de um material sujeito a tensées
ou deformacdes que oscilam durante um determinado periodo de tempo. Este tipo de ensaio é importante
porque a aplicacdo de esforcos repetidamente sobre um material pode alterar as suas propriedades e
induzir a sua falha para valores de tensdes e de deformacéo inferiores aos esperados, fendémeno que se
designa de fadiga [92, 108]. Este ensaio complementar foi efetuado como prova de conceito para
trabalhos futuros, uma vez que este tipo de esforcos podem ser aplicados nos materiais de suporte
celular através de um biorreator como forma de estimulacdo mecanico-elétrica das células [111].

Durante os ensaios mecanicos dinamicos, o material € submetido a esforcos ciclicos que podem
ser de diferentes naturezas (tracdo, compressao, flexao, torcao) e seguir diferentes padrdes (onda
sinusoidal, onda quadrada, onda triangular) [92, 112]. Neste trabalho, os ensaios foram realizados no
modo de tracao uniaxial (Figura 3.13a) de forma a que, durante cada ciclo, a amostra fosse estirada até
um determinado valor de deformacéo e de seguida retornasse ao ponto inicial, mantendo a velocidade
sempre constante (Figura 3.13b). Tal como no ensaio de tracdo, as tensdes e deformacdes a que a
amostra estava sujeita foram monitorizadas, o que permitiu elaborar curvas de tensdo-deformacao para

0s varios ciclos e avaliar a resposta do material.
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Figura 3.13. Esquema do tipo de ensaio mecanico dinamico realizado (a) e da variacdo da deformacao durante
os ciclos (b).

Nos materiais poliméricos, a relacao linear entre a tensdo e a deformacao, descrita pela lei de
Hooke (equacdo 3.6), apenas se verifica em condicdes muito especificas e para deformacdes muito
pequenas como as que se observam no inicio do ensaio de tracao. No entanto, os polimeros sao materiais
tipicamente com um comportamento inelastico que esta relacionado com a sua natureza viscoelastica
[113]. Os materiais viscoelasticos possuem propriedades mecanicas com uma componente elastica,
responsavel pela acumulacéo de energia, € uma componente viscosa, associada a uma dissipacao de
energia [113]. Por esta razdo, quando submetidos a esforcos ciclicos, os polimeros ndo apresentam um
comportamento perfeitamente elastico, o que se manifesta na curva de tensao-deformacéo (Figura 3.14).
Neste tipo de ensaios, durante a aplicacdo do esforco (fase de carga), o material absorve energia e
quando o esforco deixa de ser aplicado (fase de descarga), a totalidade ou uma parte dessa energia ¢
libertada. A quantificacdo da energia absorvida e libertada pode ser feita através da area abaixo da curva
de tensao-deformacao durante a fase de carga e de descarga, respetivamente [112, 113]. No caso dos
materiais perfeitamente elasticos, as curvas na fase de carga e descarga sao coincidentes, o que significa
que a energia absorvida e libertada pelo material sdo iguais, verificando-se uma recuperacao total [114].
Por sua vez, nos materiais viscoelasticos, as curvas na fase de carga e descarga sao diferentes, surgindo
uma histerese que evidencia a diferenca entre a energia absorvida e libertada pelo material. Essa
diferenca deve-se a dissipacdo de energia através de mecanismos internos como a friccdo provocada
pelo movimento das cadeias poliméricas. A energia dissipada durante este processo corresponde a area

no interior da curva. Ainda, nestes materiais, a amostra pode recuperar as suas dimensdes iniciais no
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final de um ciclo tal como um material perfeitamente elastico ou sofrer uma deformacao residual que

pode ser recuperada com o tempo ou tornar-se permanente [114].

Tensdo (o)
~

,/ - - - Elastico

’ —— Viscoelastico

—' Deformacao ()

Deformacao
residual

Figura 3.14. Curva de histerese de um material viscoelastico comparativamente a curva de um material
perfeitamente elastico. Adaptada de [114].

Condicdes de analise

Os ensaios mecanicos foram efetuados no equipamento Shimadzu AG-/S e os dados foram
recolhidos através do software 7rapezium. As amostras foram recortadas numa geometria retangular
com dimensdes de 30x10 mm. Todos os ensaios foram realizados no modo de tensdo, com uma
velocidade de 1 mm/min e a temperatura ambiente. Nos primeiros ensaios, todas as amostras foram
estiradas até a sua rutura, enquanto que nos ensaios dinamicos foram aplicados 1000 ciclos com 0,5%,
1% e 2% de deformacao apenas as fibras de PVDF orientadas (PVDF 0). E importante salientar que as
fibras orientadas foram estiradas paralelamente a sua orientacdo. O modulo de Young foi sempre

calculado entre os valores de 0 e 0,5% de deformacao.

3.2.2.7. Magnetometria de amostra vibrante

A magnetometria de amostra vibrante (VSM do inglés Vibrating Sample Magnetometr)) € uma

técnica que permite medir a magnetizacao de uma amostra exposta a um determinado campo
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magnético. Este tipo de caracterizacao é importante para determinar as propriedades magnéticas de um
material e estimar o seu comportamento em determinadas condicOes, as quais podem ser utilizadas
numa aplicacdo especifica.

Esta técnica é realizada num equipamento (Figura 3.15) composto por dois eletroimanes
responsaveis por gerar um campo magnético. O seu principio de funcionamento tem como base a Lei
de Faraday acerca da inducdo magnética [115]. Durante a medicao, a amostra é fixa na extremidade de
um suporte, posicionada entre os eletroimanes e sujeita a uma vibracao constante ao longo do eixo
vertical. A alteracdo do campo magnético é proporcional a magnetizacdo da amostra, induzindo uma
diferenca de potencial que é detetada por um conjunto de bobines situadas junto aos eletroimanes.
Posteriormente, o sinal associado a essa diferenca de potencial é processado através de um amplificador,
permitindo obter a magnetizacdo da amostra. Desta forma, é possivel gerar uma curva que relaciona a

magnetizacdo da amostra com a intensidade do campo magnético aplicado [115, 116].

Eletroiman
Bobines de detecdo

Amostra

® OO

Suporte da amostra

Campo magnético

Figura 3.15. Esquema de uma parte do equipamento de VSM. Adaptada de [116].

Em geral, os materiais magnéticos possuem momentos que se alinham paralelamente quando
submetidos a um campo magnético, surgindo uma magnetizacao no mesmo sentido desse campo [117].
A medida que a intensidade do campo aumenta, ocorre o alinhamento de um maior niimero de
momentos, até se encontrarem todos alinhados e se atingir a magnetizacéo de saturacao (Mg) [118]. No
entanto, consoante a sua composicao, tamanho e estrutura, os materiais magnéticos podem apresentar
algumas caracteristicas distintas. No caso dos materiais compositos poliméricos com nanoparticulas

magnetostritivas, as nanoparticulas sdo a fase responsavel pelas propriedades magnéticas. Estas
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costumam possuir um comportamento ferromagnético, paramagnético ou superparamagnético [119], o

qual pode ser identificado a partir da sua curva de magnetizacao (Figura 3.16).

A

Magnetizacdo

—— Ferromagnético

—— Paramagnético

Superparamagnético

Figura 3.16. Curva de magnetizacao tipica de um material ferromagnético, paramagnético e superparamagnético.
Ms - Magnetizacao de saturacdo. M - Magnetizacdo remanescente. He — Campo coercivo. Adaptada de [118].

Os materiais ferromagnéticos diferenciam-se dos restantes pela capacidade de permanecerem
magnetizados quando o campo magnético deixa de estar presente. Porém, nem todos os momentos
mantém a sua configuracdo na auséncia do campo, sendo a magnetizacdo remanescente (Mg)
proporcional a fracdo de momentos que permanecem alinhados [118]. O campo coercivo (H¢) € 0 campo
magnético que é necessario aplicar para essa fracdo de momentos ficar novamente desalinhada e o
material perder toda a magnetizacdo. Este tipo de comportamento reflete-se numa curva de
magnetizacao especifica, na qual & possivel observar uma histerese que é consequéncia da energia
perdida pelo material [118].

Os materiais paramagnéticos, por sua vez, sdo incapazes de manter a sua magnetizacdo na
auséncia de um campo magnético. Quando este deixa de ser aplicado, o alinhamento dos momentos é
perturbado por processos térmicos que aumentam a entropia do material, ocorrendo a sua
desmagnetizacao [120]. Por esta razdo, a curva de magnetizacdo destes materiais nao apresenta

histerese, assemelhando-se a uma reta. Para além disso, 0s momentos dos materiais paramagnéticos
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tém uma maior tendéncia para permanecerem desalinhados, sendo por isso mais dificeis de magnetizar,
conferindo ao material uma menor magnetizacdo de saturacdo comparativamente aos materiais
ferromagnéticos [120].

Os materiais superparamagnéticos possuem algumas caracteristicas semelhantes aos materiais
paramagnéticos, como a incapacidade de manter a sua magnetizacdo na auséncia de um campo
magnético e consequente inexisténcia de histerese na curva de magnetizacdo. Contudo, estes materiais
possuem algumas particularidades. Usualmente, o comportamento superparamagnético surge em
nanoparticulas magnéticas com dimensoes bastante reduzidas e que possuem apenas um unico dominio
de magnetizacao, isto €, nas quais os momentos se encontram alinhados na mesma direcao por toda a
sua estrutura e reorientam-se de acordo com o campo magnético aplicado de forma uniforme e quase
instantanea [119]. A temperatura ambiente, estes materiais encontram-se em equilibrio termodinamico
e magnetizam-se muito rapidamente. Contudo, a sua magnetizacdo pode ser facilmente invertida de
forma aleatéria quando sdo submetidos a variacdes de temperatura [119]. Outra caracteristica
importante dos materiais superparamagnéticos € estes possuirem uma suscetibilidade magnética
superior aos materiais paramagnéticos, apresentando, por isso, uma magnetizacao de saturacao mais
elevada quando submetidos a campos magnéticos com a mesma intensidade [119].

Para além de identificar o tipo de comportamento dos materiais magnéticos, as curvas de
magnetizacao permitem determinar a quantidade real de nanoparticulas presente nos compdsitos
poliméricos, uma vez que a magnetizacdo de saturacdo é proporcional a esse valor. Sendo assim,
sabendo a magnetizacao de saturacao das nanoparticulas puras, a quantidade real de nanoparticulas na
amostra pode ser calculada a partir da equacao 3.7, na qual %(p/p) real corresponde a percentagem
real de nanoparticulas presente na amostra, Mg(amostra) a magnetizacao de saturacéo da amostra e
Ms(NP puras) & magnetizacéo de saturacéo das nanoparticulas puras. E importante salientar que ambas

as M devem de ser determinadas para o mesmo valor de campo magnético de saturacao.

M (amostra) (3.7)

Q =
% (p/p) real M. (NP puras) x 100

Condicdes de analise

As propriedades magnéticas das amostras e das nanoparticulas puras foram avaliadas usando

o0 equipamento Microsense 2.2 Tesla VSM. A medicao foi feita a temperatura ambiente, recorrendo a

55



3. Materiais e Métodos

uma capsula de gelatina transparente e aplicando ciclos de magnetizacao com uma intensidade maxima

de 18 kQe.

3.2.3. Avaliacao da resposta celular

Para determinar a influéncia dos materiais produzidos no comportamento das células de RMS,
foi utilizada a linha celular RD, uma das linhas celulares mais usadas na investigacdo deste tipo de cancro
e que deriva da bidpsia do ERMS pélvico de uma paciente de 7 anos [121]. Nao foram realizados ensaios
de citotoxicidade, uma vez que existem multiplos estudos que demonstram a nao toxicidade de amostras
de PVDF e P(VDF-TrFE), assim como de amostras com nanoparticulas de FO e CFO imobilizadas em
matrizes poliméricas (apresentados no subcapitulo 2.6). Nestes ensaios celulares, para além dos
materiais produzidos, foram utilizados filmes de PVDF puro nao polarizados (NP) e polarizados (P)
comerciais (Measurement Specialfies), uma vez que este tipo de filmes ja foi extensivamente

caracterizado, mas o seu efeito neste tipo de células ndo foi estudado anteriormente.

3.2.3.1. Esterilizagcao das amostras

Inicialmente, cortaram-se os filmes em circulos de 13 mm de didametro e as fibras em quadrados
de 10x10 mm, de maneira a ser possivel colocar as amostras nas placas de cultura. De seguida, estas
foram esterilizadas através de radiacao ultravioleta (UV) durante um total de 2 h, 1 h em cada lado. Por
fim, as amostras foram sujeitas a 5 lavagens de 5 min cada com uma solucao tampao de fosfato alcalino

(PBS do inglés Phosphate-Buffered Saline, Biochrom) a 1%.

3.2.3.2. Cultura celular

As células de RMS (RD, Sigma Aldrich) foram colocadas em expansdo em frascos de cultura de
75 cm? utilizando meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM do inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Biochrom) contendo 4,5 g/L de glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS do
inglés Fetal Bovine Serum, Biochrom) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S do inglés Penicillin-
Streptomycin, Biochrom). A incubacdo das células foi realizada sob condi¢des padrdo, a 37 °C numa
atmosfera humidificada a 95% contendo 5% de CO,. Os meios de cultura foram mudados a cada 2 dias

e as células foram passadas para subculturas quando atingiram 60-70% de confluéncia.

56



3. Materiais e Métodos

3.2.3.3. Ensaios de proliferacao celular

Nos filmes, foram efetuados ensaios de proliferacao celular com a duracao de 72 h em condicoes
estaticas e dinamicas. Para tal, as amostras previamente esterilizadas foram colocadas em duas placas
de cultura. As células RD foram adicionadas as placas, com uma densidade de 4x10* células/mL. A
seguir, as placas foram incubadas durante 24 h nas mesmas condicdes padrao utilizadas para a cultura
celular, permitindo assim que ocorra a adesdo das células aos materiais. Apds essas 24 h, uma das
placas foi mantida nas mesmas condicdes (ensaio estatico - cultura celular sem aplicacado de estimulos),
enquanto que a outra placa foi transferida para um biorreator (ensaio dinamico - cultura celular com
aplicacado de estimulos mecanicos ou magnéticos) por mais 72 h (Figura 3.17). Os parametros da
estimulacdo foram os mesmos utilizados por Ribeiro ef a/. [74], uma vez que esse estudo demonstrou
que esses parametros tinham um efeito positivo em células musculares saudaveis.

As culturas efetuadas nos filmes comerciais de PVDF NP e P foram submetidas a estimulos
mecanicos através de vibracao vertical (biorreator mecanico), os quais induzem a estimulacdo mecanica
e mecanico-elétrica das células. Nos filmes P, foram realizados dois ensaios distintos: num as células
foram depositadas sobre a superficie carregada negativamente (P-) e no outro foram depositadas sobre
a superficie carregada positivamente (P+). As culturas efetuadas nos filmes compositos desenvolvidos
foram sujeitas a estimulos magnéticos (biorreator magnético), os quais promovem a estimulacéo
magneto-mecanica e magneto-elétrica das células.

Uma vez completadas as 72 h, as amostras foram transferidas para uma nova placa e lavadas
com PBS a 1%. A avaliacdo da proliferacdo celular foi efetuada recorrendo ao ensaio calorimétrico com
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (MTS, Promega).

0 ensaio MTS tem como principio base a bioreducdo do composto MTS em formazano. Esta
reacao quimica é induzida pela enzima desidrogenase, a qual reside nas mitocondrias das células [122].
Os cristais de formazano formados conferem uma coloracdo ao meio de cultura, sendo a intensidade da
cor proporcional a quantidade de cristais e, consequentemente, proporcional ao metabolismo celular. A
quantificacao dos cristais de formazano pode ser realizada através de espetrofotometria, medindo a
absorvancia a 490 nm, correspondendo este ao pico de absorcdo maximo. Desta forma, este método
permite analisar a atividade metabolica mitocondrial, a qual reflete o numero de células viaveis presentes
na amostra. Como este numero esta relacionado com o crescimento celular, é possivel estimar de forma

indireta a proliferacao celular.
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Apds a lavagem, as amostras foram incubadas num meio contendo MTS e DMEM sem vermelho
de fenol (Biochrom), numa proporcao de 1:5, durante 2 h a 37 °C numa atmosfera humidificada a 95%
contendo 5% de CO, no escuro. O sobrenadante foi utilizado para determinar a absorvancia a 490 nm,
através de um espectrofotometro. Para cada condicdo, foram realizadas 4 réplicas (n = 4) que

contribuiram para uma analise quantitativa apresentada sob a forma de média e desvio padrao.

Condicoes
estaticas

Estimulacédo
magnética
———
Adesao 24 horas

Condicoes

dinamicas
Estimulacao

mecanica

Proliferacdo 72 horas

Figura 3.17. Representacao esquematica dos ensaios celulares realizados em condicdes estaticas e dinamicas.
Em ambos os biorreatores (magnético e mecéanico), durante as 72 h do ensaio, as amostras foram submetidas
a ciclos de 16 h de estimulacao intercalados por 8 h de repouso. No caso do biorreator magnético, durante as
16 h de estimulacao, os estimulos foram aplicados em intervalos de 5 min alternados por 25 min de auséncia
de estimulos, tal como foi realcado no esquema.

3.2.3.4. Microscopia de fluorescéncia

Para examinar a morfologia das células nos filmes de PVDF NP e P apos as 72 h de cultura,
essas amostras foram preparadas para visualizacao por imunofluorescéncia. Esta técnica depende da
utilizacéo de marcadores fluorescentes que permitem destacar diferentes constituintes da cultura celular.

Os marcadores mais utilizados sao o isiotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma Aldrich) e dihidrocloreto
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de 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI, Sigma Aldrich), sendo o primeiro capaz de destacar a verde as
proteinas secretadas pelas células [123] e o segundo de destacar a azul os nucleos celulares [124].

No final dos ensaios de proliferacao celular, apds lavagem das amostras, as células foram fixadas
com formaldeido a 4% (Panreac) e incubadas durante 10 min nas condicdes padrdo mencionadas
anteriormente (subcapitulo 3.3.2). Posteriormente, as amostras foram novamente lavadas com PBS a
1% e incubadas com 1 pg/mL de FITC (1:200 em PBS 1x) durante 45 min a temperatura ambiente.
Apds os 45 min de incubacao, as células foram lavadas com PBS a 1% e incubadas numa solucéo de
DAPI (1:1000 em PBS x1) durante 5 min a temperatura ambiente. Por fim, as amostras foram lavadas
uma ultima vez com PBS a 1% e depois com agua destilada, colocadas em laminas e visualizadas no

microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 Microscope.

3.2.3.5. Ensaios de adesao celular

Nas fibras, foram realizados ensaios de adesdo celular com a duracdo de 24 h em condicdes
estaticas. Para tal, as amostras previamente esterilizadas foram colocadas numa placa de cultura e as
células RD foram colocadas através do método da gota de maneira a evitar a propagacéo das células na
placa. Para isso, foi colocada uma gota de 120 pL contendo 15000 células na superficie de cada amostra
e deixou-se durante 30 min para permitir a adesao celular. Depois desse tempo, foi adicionado DMEM
para perfazer os 500 pL. A seguir, as placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C numa atmosfera
humidificada a 95% contendo 5% de CO,. Uma vez completadas as 24 h de cultura, as amostras foram
transferidas para uma nova placa e lavadas com PBS a 1%. Por fim, a avaliacdo da adesao celular foi

efetuada recorrendo, mais uma vez, ao ensaio calorimétrico com MTS.
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4.1. Morfologia

A morfologia das amostras foi analisada através de SEM. Na Figura 4.1, encontram-se
representadas as imagens de SEM dos cortes transversais dos filmes com diferentes matrizes poliméricas

e diferentes nanoparticulas.

Figura 4.1. Imagens de SEM dos cortes transversais dos filmes com uma ampliacdo de x2,5k: PVDF/10FO (a),
PVDF/20FO (b), PYDF/20CFO (c) e P(VDF-TrFE)/20CFO (d).

A partir das imagens de SEM dos cortes transversais, verificou-se que todos os filmes apresentam
uma estrutura compacta e com auséncia de poros, tal como seria de esperar tendo em consideracéo o
procedimento experimental que foi realizado. Durante o processamento, a evaporacao do solvente foi

feita rapidamente a temperaturas elevadas, o que resulta na formacao de filmes ndo porosos [84].
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Para avaliar a dispersdo das nanoparticulas nas amostras, foram recolhidas imagens da

superficie dos filmes no modo BSE, que se encontram representadas na Figura 4.2.

Figura 4.2. Imagens de SEM das suas superficies no modo BSE com uma ampliacéo de x2,0k: PVDF/10FO (a),
PVDF/20FO (b), PVDF/20CFO (c) e P(VDF-TrFE)/20CFO (d).

Devido a elevada area de superficie em relacdo ao volume, as nanoparticulas sado estruturas que
estabelecem interacdes eletrostaticas fortes entre si e, por isso, tém tendéncia para se agregar, o que
dificulta a sua dispersdo em matrizes poliméricas [125]. Através das imagens da superficie dos filmes
no modo BSE, é possivel observar que, embora as nanoparticulas estejam distribuidas por toda a
amostra, ocorreu a formacado de alguns agregados de pequenas dimensdes. Nos filmes com
nanoparticulas de FO, o aumento da concentracdo de nanoparticulas provocou um aumento da sua
aglomeracdo, formando agregados um pouco maiores. Comparativamente, nos filmes com
nanoparticulas de CFO, a distribuicdo das nanoparticulas é menos uniforme e a aglomeracdo é mais
notédria, o que se pode dever ao tamanho ligeiramente superior das nanoparticulas. Para além disso, a
dispersao das nanoparticulas de CFO é semelhante independentemente de a matriz polimérica ser PVDF

ou P(VDF-TrFE).
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A analise morfoldgica das fibras também foi realizada, encontrando-se representadas as imagens

de SEM das fibras e os histogramas com a distribuicao dos seus diametros na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Imagens de SEM das fibras com uma ampliacdo de x500 e histogramas de distribuicdo dos seus
diametros, respetivamente: PVDF NO (a, b), PVDF O (c, d) e PVDF/10FO O (e, f).
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Existe uma clara distincao entre a morfologia das fibras nao orientadas (NO), que se depositaram
umas sobre as outras de forma completamente aleatdria, e das fibras orientadas (0), que sofrem um
alinhamento na direcao da rotacao do coletor. Relativamente as suas dimensdes, o diametro médio das
fibras NO é 0,97 + 0,20 um, enquanto que o das fibras O é 0,82 + 0,13 um. Esta diminuicdo deve-se
ao estiramento das fibras promovido pela rotacdo do coletor durante o processamento [2]. A introducéo
de nanoparticulas também promoveu uma diminuicdo do diametro médio das fibras para 0,69 + 0,31
um, provocado pelo aumento da condutividade da solucdo e as fortes interacdes eletrostaticas entre as
nanoparticulas e as cadeias poliméricas [126].

Para avaliar a dispersao das nanoparticulas nas fibras compdsitas, também foram recolhidas

imagens de SEM no modo BSE, que se encontram representadas na Figura 4.4.

Figura 4.4. Imagens de SEM no modo BSE das fibras PVDF/10FO O com uma ampliacao de x1,5k (a) e x5,0k (b).

Através das imagens de SEM no modo BSE das fibras compdsitas, conclui-se que as
nanoparticulas se encontram distribuidas pelas fibras, mas ocorreu a formacao de alguns aglomerados
de pequenas dimensdes, tal como nos filmes. Contudo, as nanoparticulas aparentam estar revestidas

pelo polimero.

4.2. Molhabilidade

Para analisar a influéncia da morfologia das amostras na sua molhabilidade, foi realizada a
medicao dos angulos de contacto. Posteriormente, calcularam-se os valores médios e respetivos desvios

padrao, os quais se encontram apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Angulos de contacto das diferentes amostras.

Os resultados obtidos demonstram que os angulos de contacto sdo semelhantes entre as
amostras na forma de filmes e entre as amostras na forma de fibras. A molhabildade dos filmes mantém-
se aproximadamente constante, independentemente da quantidade e do tipo de nanoparticulas
adicionadas, refletindo-se num angulo de contacto proximo dos 90°. Em relacéo as fibras, a orientacéo
e a incorporacdo de nanoparticulas também nao alterou significativamente a sua molhabilidade,
possuindo todas um angulo de contacto que ronda os 130°. Estes valores sao idénticos aos referenciados
na literatura, tanto para filmes [127, 128] como para fibras [129, 130] a base de PVDF. Os angulos de
contacto sao superiores nas fibras do que nos filmes, o que é indicativo de que as fibras possuem uma
menor molhabilidade. Este fenomeno esta relacionado a deposicao das fibras umas sobre as outras
durante o electrospinning originar uma superficie com uma maior rugosidade a escala nanométrica,

diminuindo a sua molhabildade, o que é conhecido como o efeito de l6tus [131].

4.3. Propriedades fisico-quimicas

Para avaliar se existiram alteracdes na estrutura do polimero e determinar a fracao de fase

das amostras, procedeu-se a analise das propriedades fisico-quimicas por FTIR-ATR. Os espectros obtidos

encontram-se apresentados na Figura 4.6.
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Figura 4.6. Espetros de FTIR-ATR dos filmes (a) e das fibras (b).

Na Tabela 4.1, estdo apresentadas as bandas de absorcdo associadas aos principais

movimentos vibracionais do PVDF puro que se encontram presentes nos espectros das amostras.

Tabela 4.1. Bandas de absorcéo caracteristicas do PVDF puro presentes nos espectros das amostras.

Banda de absorgdo (cm?) Caracteristicas Ref.
614 Fase a, flexdo CF, [9,10]
763 Fase a [9-11]
795 Fase a [9]
840 Fase B, vibracdo CH, [9-11]
880 Vibracéo e estiramento C-F, vibracdo CH, [12]
976 Fase a [9-11]
1068 Fase B, estiramento simétrico C-F [10, 11]
1183 Ligacdo C-C [12]
1279 Fase B [9]
1404 Vibracao e estiramento C-F [12]
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Tanto os filmes como as fibras possuem espectros analogos, o que seria espectavel, visto que
sdo compostos por polimeros da mesma familia e que possuem uma constituicdo fisico-quimica idéntica.
Todas as amostras possuem bandas de absorcdo caracteristicas do PVDF (840, 880, 1068, 1183 e
1404 cm), mesmo as amostras com nanoparticulas, o que significa que a introducéo desses fillers nao
afetou a estrutura do polimero.

No caso dos filmes, existem algumas diferencas nos espectros das amostras com diferentes
matrizes poliméricas. Nos filmes de PVDF, as bandas de absorcao tipicas da fase (840, 1068, 1279
cm™) possuem uma baixa intensidade, sendo as bandas da fase a (614, 763, 795, 976 cm™!) mais
proeminentes. Contrariamente, no filme de P(VDF-TrFE), nao é possivel detetar movimentos vibracionais
tipicos da fase a e as bandas da fase B sao mais acentuadas devido a dois efeitos distintos: a existéncia
do terceiro atomo de Fluor do monomero de TrFe [41] e a capacidade de nucleacao da fase B das ferrites
de cobalto [136]. No caso das fibras, verifica-se que, apesar das bandas associadas a fase o estarem
presentes, as da fase  sdo mais intensas em todas as amostras.

Utilizando a equacao 3.1 (subcapitulo 3.2.3), determinou-se a quantidade de fase 3 em cada

uma das amostras, estando os valores apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Fracao de fase B das diferentes amostras.

Morfologia Amostra Fracao de fase 8 (%)
PVDF/10FO 29
Filmes PVDF/20FO 30
PVDF/20CFO 26
PVDF NO 82
Fibras PVDF O 87
PVDF/10FO O 97

As diferencas entre a intensidade das bandas de absorcao de cada uma das fases nos filmes
estao de acordo com o facto de os filmes de PVDF apresentarem apenas uma fracao de fase 8 proxima

de 30% e o copolimero possuir uma conformacao quase total nessa fase. Na literatura, ja foi relatado
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que o processamento de PVDF por solvent casting permite a obtencao de filmes maioritariamente na
fase o e que para induzir a formacao da fase B é necessario realizar um estiramento mecanico ou uma
polarizacao apos a producao dos mesmos [84]. No entanto, outros estudos concluiram que a introducao
de nanoparticulas de ferrite favorece a nucleacao da fase B, através do estabelecimento de interacoes
eletrostaticas com as cadeias do polimero. Desta forma, € possivel obter filmes com uma fracao proxima
de 90% com a adicdo de apenas 5 %(p/p) de nanoparticulas, comparativamente a auséncia dessa fase
nos filmes de PVDF puro [136, 137]. Nos filmes compdsitos que foram produzidos, verificou-se que existe
a formacao de fase [3, mas numa proporcéo inferior aos valores mencionados nesses estudos, facto que
podera estar relacionado com a alteracdo da carga superficial das nanoparticulas, mas que nao tem
qualquer tipo de consequéncia nas suas propriedades magnéticas.

Em relacao as fibras, constatou-se que as amostras sao constituidas maioritariamente pela fase
B, 0 que evidencia que o processamento de PVDF através de efectrospinning permite a obtencéo da sua
fase mais eletroativa, como consequéncia da tensdo aplicada durante esse processo [138].
Adicionalmente, a fracao de fase 8 € superior nas fibras O do que nas NO, o que se deve ao facto de o
estiramento provocado pela rotacao do coletor durante o processo de electrospinning promover a
formacao dessa fase [138, 139]. A introducdo de nanoparticulas nas fibras também resultou num
aumento da fracao de fase B, uma vez que se estabelecem o mesmo tipo de interacdes mencionadas

anteriormente que potenciam a nucleacédo dessa fase [140].

4.4, Propriedades térmicas

Recorrendo a técnica de DSC, efetuou-se a caraterizacdo calorimétrica das amostras com o
intuito de determinar as suas temperaturas de fusdo e os seus graus de cristalinidade. Na Figura 4.7,
encontram-se apresentados os termogramas obtidos.

A partir das curvas obtidas, é possivel observar que os filmes e as fibras possuem termogramas
semelhantes, com a presenca de um pico endotérmico associado a fusao do polimero. A Unica amostra
com um termograma distinto é o filme com uma matriz de P(VDF-TrFE), que possui dois picos
endotérmicos, um correspondente a temperatura de fusdo e outro menos acentuado associado a
temperatura de Curie, a temperatura a partir da qual existe uma transicdo no comportamento do polimero
de ferroelétrico para paraelétrico. Esse filme apresenta uma temperatura de fusdo de 152 °C e uma

temperatura de Curie de 107 °C, ambas préximas dos valores esperados [141, 142]. Nos restantes
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filmes, os quais possuem uma matriz de PVDF, as temperaturas de fusdo estdo proximas dos 170 °C,
encontrando-se incluidas na gama de temperaturas de fusao previstas para o PVDF (165-175 °C) [143].

Nas fibras, as temperaturas de fusdo sdo um pouco inferiores, o que pode ser resultado da maior
area de superficie e consequente aumento da conducao térmica das amostras. Também é possivel
observar um ligeiro aumento da temperatura de fusao nas fibras com nanoparticulas de FO, o que pode

ser explicado pelo maior contetdo de fase B, visto que a fusao dessa fase ocorre a temperaturas um

pouco superiores a fase o [144].
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Figura 4.7. Curvas de DSC dos filmes (a) e das fibras (b).

Na Tabela 4.3 estdo sumarizados os da temperatura e entalpia de fusdo e do grau de
cristalinidade das diferentes amostras, o qual foi calculado a partir das Equacdes 3.2 e 3.3 (subcapitulo
3.2.4). A cristalinidade dos filmes com uma matriz de PVDF ¢ idéntica (proxima dos 50%), enquanto que
no filme composto pelo copolimero esse valor é inferior (*32%). Estes valores sdo semelhantes aos
mencionados na literatura em relacdo a filmes de PVDF e P(VDF-TrFE) com diferentes fillers [145, 146].
Nas fibras, o grau de cristalinidade das fibras O é superior ao das fibras NO. Uma possivel explicacao ¢
estiramento das cadeias poliméricas provocado pela rotacao do coletor poder induzir o aumento da
cristalizacdo do polimero [147]. Para além disso, a introducdo de nanoparticulas nas fibras resultou
numa diminuicéo do grau de cristalinidade, visto que as nanoparticulas atuam como defeitos durante a

cristalizacao e impedem o crescimento das esferulites [148, 149].
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Tabela 4.3. Temperatura de fusédo (T), variacdo de entalpia (AH) e grau de cristalinidade (X.) das diferentes

amostras.
Morfologia Amostra T; (°C) AH (J/g) Xe (%)

PVDF/10FO 173 46,3 48
PVDF/20FO 171 43,8 51

Filmes
PVDF/20CFO 172 459 53
P(VDF-TrFE)/20CFO 152 20,9 32
PVDF NO 162 48,7 48
Fibras PVDF O 161 54,1 55
PVDF/10FO O 168 44,1 44

Para avaliar a estabilidade térmica das amostras, efetuou-se a caracterizacédo através da técnica
de TGA, encontrando-se os termogramas obtidos apresentados na Figura 4.8. Os valores da temperatura

inicial de degradacao e da percentagem de massa final das amostras estdo sumarizados na Tabela 4.4.
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Figura 4.8. Curvas de TGA dos filmes (a) e das fibras (b).
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Tabela 4.4. Temperatura inicial de degradacéo (T,,set) € percentagem da massa final das diferentes amostras.

Morfologia Amostra Tonset (°C) Massa final (%)
PVDF/10FO 463 13
PVDF/20FO 458 23
Filmes
PVDF/20CFO 475 22
P(VDF-TrFE)/20CFO 483 20
PVDF NO 431 4
Fibras PVDF O 443 3
PVDF/10FO O 416 14

O PVDF é um polimero com uma elevada estabilidade térmica, apresentando apenas um
patamar de degradacdo. Segundo Botelho et a/. [150], este patamar de degradacdo encontra-se entre
0s 400 e os 500 °C e deve-se a quebra das ligacdes carbono-hidrogénio (C-H) e carbono-flior (C-F)
presentes no polimero, originando é&cido fluoridrico (HF) e polienos (C4H3F3) como produtos de
degradacao. Todas as amostras apresentam apenas um patamar de degradacao, com uma temperatura
inicial compreendida no intervalo previsto. Os polienos formados durante a primeira fase de degradacao
sd0 macromoléculas instaveis e continuam a sofrer degradacéo, formando estruturas aromaticas, até se
dar a carbonizacdo do polimero [150, 151]. Por essa razdo, apesar de nao ser tdo acentuada, as
amostras continuam a exibir uma perda de massa depois dos 500 °C.

Acerca da temperatura inicial de degradacao, é possivel notar que as fibras degradam mais cedo
do que os filmes, o que indica que tém uma estabilidade térmica um pouco inferior. Tal como na analise
por DSC, esta diminuicao da estabilidade nas fibras pode estar associada a maior area de superficie e
consequente aumento da conducao térmica das amostras. Nas fibras, verificou-se que a introducéo de
nanoparticulas diminui um pouco a sua temperatura inicial de degradacdo. O aumento da concentracéo
das nanoparticulas de FO teve o mesmo efeito nos filmes. Esta diminuicdo da estabilidade pode ser
atribuida a maior condutividade térmica das amostras devido a presenca das nanoparticulas [152].
Todavia, esse efeito nao foi tdo substancial nas amostras com nanoparticulas de CFO, visto que estas

tém uma temperatura inicial de degradacdo mais elevada. Esta diferenca pode dever-se ao facto de as
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nanoparticulas de CFO serem maiores e estas amostras possuirem uma maior aglomeracdo, como foi
detetado através das imagens de SEM, e subsequentemente existir uma menor area de contacto entre
as nanoparticulas e o polimero.

Em relacdo a perda de massa, as fibras de PVDF puro degradam-se completamente, restando
apenas uma pequena percentagem de massa no final do ensaio que corresponde a massa de cinzas
resultantes da pirolise do polimero. Nas fibras com nanoparticulas, a perda de massa é um pouco inferior,
permanecendo 14% da massa da amostra no final do ensaio. Essa percentagem corresponde a massa
de cinzas e de nanoparticulas, uma vez que as ferrites ndo sofrem degradacdo no intervalo de
temperaturas de analise e estas eram cerca de 10 %(p/p) da amostra [153]. O mesmo ocorreu nos
filmes, visto que estes apresentam uma massa final préxima da quantidade de nanoparticulas adicionada

durante o processamento de cada uma das amostras.

4.5. Propriedades mecanicas

Para determinar as propriedades mecanicas, foram realizados ensaios de tracao até a rutura

das amostras, encontrando-se as curvas de tensdo-deformacao obtidas apresentadas na Figura 4.9.
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Figura 4.9. Curvas de tensao-deformacéo dos filmes (a) e das fibras (b).

A partir da lei de Hooke (equacao 3.6 do subcapitulo 3.2.6), calculou-se o0 médulo de Young das

amostras, cujos valores estao apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Modulo de Young (E) das diferentes amostras.

Morfologia Amostra E (MPa)
PVDF/10FO 2475+ 110
PVDF/20FO 2988 + 62

Filmes

PVDF/20CFO 2173 + 102

P(VDF-TrFE)/20CFO 1475 + 81

PVDF NO 101+11

Fibras PVDF O 563 +11
PVDF/10FO O 1162 + 44

Analisando as curvas de tensado-deformacao, conclui-se que a forma das curvas ¢ semelhante
entre as amostras na forma de filmes e entre as amostras na forma de fibras, o que indica que as
amostras com a mesma morfologia apresentam comportamentos mecanicos idénticos. No entanto, os
filmes sdo mais resistentes a deformacéao, o que também ja se verificou noutros estudos [154].

Nos materiais compositos, a incorporacao de nanoparticulas usualmente diminui a cedéncia da
matriz polimérica, melhorando as suas propriedades mecanicas [155, 156]. Nos filmes, o aumento da
concentracdo de nanoparticulas de FO induz um aumento do médulo de Young, tornando a amostras
mais resistentes a deformacdo. Como a quantidade de nanoparticulas incorporadas duplica, existe um
maior reforco da matriz polimérica [155, 157]. Contudo, a amostra com nanoparticulas de CFO possui
um moddulo de Young inferior. As nanoparticulas de FO possuem um tamanho inferior as de CFO e,
consequentemente, uma maior area de superficie, o que pode melhorar a unido entre essas
nanoparticulas e o polimero, atenuando melhor as deformacdes dessa amostra [158]. Ainda, a maior
aglomeracao das nanoparticulas de CFO resulta numa reducao da sua area de contacto com o polimero,
0 que potencia esse efeito. Relativamente a matriz polimérica, apesar das amostras possuirem a mesma
concentracao de nanoparticulas de CFQO, a amostra de PVDF apresenta um maior modulo de Young do
que a amostra de P(VDF-TrFE). Fu-Chang Sun ef a/. [159] estudou o efeito da fracao de TrFE nas

propriedades mecanicas do copolimero, tendo verificado que 0 mddulo de Young diminui com o aumento
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da fracao de TrFE. Desta forma, os resultados obtidos estdo em conformidade com o facto do copolimero
apresentar uma resisténcia mecanica inferior ao PVDF.

Quanto as amostras na forma de fibras, tanto a orientacdo como a adicdo de nanoparticulas
provocaram alteracdes nas suas propriedades mecanicas. Por um lado, as fibras NO tém uma menor
resisténcia a deformacédo do que as fibras O. A reorientacao das fibras NO na direcdo do estiramento
induz uma deformacao elevada para um valor mais reduzido de tensdo, o que se traduz num menor
modulo de Young. Nas fibras orientadas isso nao se verifica, dado que a maior parte das fibras ja se
encontra alinhada na direcéo do estiramento. Este fendmeno ja foi reportado em estudos anteriores, nos
quais se concluiu que quanto maior o numero de fibras orientadas na direcdo do estiramento, maior é o
modulo de Young [126, 160]. Por outro lado, a introducao de nanoparticulas nas fibras resultou num
aumento do médulo de Young das fibras, o que esta de acordo com o que foi mencionado anteriormente
acerca das nanoparticulas atuarem como reforco da matriz polimérica [155, 156].

Como prova de conceito para trabalhos futuros, foram realizados ensaios mecanicos ciclicos
para determinar se as fibras O sao capazes de resistir a ciclos de tracao uniaxial, uma vez que este tipo
de esforcos pode ser aplicados nos materiais de suporte celular através de um biorreator como forma de
estimulacdo mecanico-elétrica das células. As curvas de tensado-deformacéo e a evolucdo mddulo de
Young e da energia dissipada ao longo dos ciclos com uma amplitude de 2% de deformacédo encontram-

se apresentadas na Figura 4.10.
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Figura 4.10. Curvas de tensao-deformacéao (a) e evolucdo do mddulo de Young e da energia dissipada (b) ao longo
dos ciclos de tracao uniaxial com uma amplitude de 2% de deformacao aplicados nas fibras O.
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Apesar de terem sido aplicados ciclos com uma amplitude de 0,5%, 1% e 2% de deformacéo,
apenas sdo apresentados sob a forma grafica os resultados associados a ultima amplitude, uma vez que
para os outros valores ndo se observaram alteracdes significativas nas propriedades mecanicas. Nos
ciclos com uma amplitude de 0,5% e 1% de deformacao, a histerese das curvas de tensdo-deformacao é
tao reduzida que ¢ indetetavel pela célula de carga do equipamento e o modulo de Young praticamente
nao se altera durante todo o ensaio. Porém, nos ciclos com uma amplitude de 2% de deformacao, ja
existem alteracdes nas propriedades mecanicas da amostra.

Nas curvas de tensado-deformacao, observa-se que as fibras apresentam um comportamento
viscoelastico, que se reflete numa diferenca entre a curva da fase de carga e a fase de descarga. Ao
longo dos ciclos, existe uma diminuicao dessa histerese, sendo esta diminuicado mais acentuada nos
primeiros ciclos. Este fendémeno torna-se mais evidente no grafico da energia dissipada, que corresponde
a area no interior da curva. Entre o ciclo 1 e o ciclo 2 existe uma diminuicdo abrupta dessa energia,
enquanto que a partir do ciclo 100 a diferenca & menos notéria e a partir do ciclo 500 os valores
permanecem aproximadamente constantes. A evolucdo da energia perdida ao longo dos ciclos pode
dever-se ao seu mecanismo de dissipacao. Durante o estiramento de um material polimérico, as suas
cadeias sofrem uma reorganizacdo, sendo a friccdo entre elas responsavel pela dissipacao de energia
sob a forma de calor [112]. A medida que uma amostra polimérica vai sendo estirada multiplas vezes, o
movimento das cadeias vai sendo cada vez menor, uma vez que estas vao permanecendo alinhadas na
direcdo da tensdo aplicada. Consequentemente, existe uma friccdo cada vez menor entre elas, o que
resulta numa diminuicdo da energia dissipada. Este comportamento inelastico reflete-se na presenca de
uma deformacéo residual no final de cada ciclo, a qual vai também diminuindo ao longo dos ciclos. Com
o intuito de avaliar se a deformacédo da amostra era permanente, mediu-se o seu comprimento no final
do ensaio, tendo-se averiguado que este era igual ao comprimento inicial. Apesar de a deformacao
residual ser detetavel nas curvas de tensao-deformacao, o seu valor é tao reduzido (cerca de 0,17% no
primeiro ciclo, o que equivale a 36 pum) que se torna imensuravel recorrendo um paquimetro
convencional. Para além das variacdes da energia dissipada e da deformacao residual, constatou-se que
0 modulo de Young aumenta até ao ciclo 500, a partir do qual se mantém constante até ao final do
ensaio. Em geral, estas fibras possuem um comportamento mecanico semelhante a outros polimeros
processados por electrospinning submetidos a ensaios desta tipologia [161, 162].

Com base nestes resultados, é possivel concluir que as propriedades mecanicas das fibras

orientadas de PVDF sofrem poucas alteracoes nos primeiros 500 ciclos, mantendo-se inalteradas a partir
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desse ponto. Sendo assim, este ensaio demonstra a viabilidade da utilizacdo destas fibras para diferentes

tipos de estudos celulares que requeiram estimulacdo mecanica durante periodos mais longos.

4.4. Propriedades magnéticas

A caracterizacdo das amostras por VSM foi efetuada com a intencao de analisar as propriedades
magnéticas das amostras com nanoparticulas. As curvas de magnetizacdo obtidas encontram-se

apresentadas na Figura 4.11.
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Figura 4.11. Curvas de magnetizacao das amostras com nanoparticulas de FO (a) e CFO (b), assim como das
respetivas nanoparticulas puras.

Pela analise das curvas de magnetizacado, observa-se que, tanto nas nanoparticulas puras de FO
como nas amostras com essas nanoparticulas, a histerese é praticamente inexistente, sem presenca de
remanescéncia e coercividade, o que é caracteristico do comportamento superparamagnético. Em
contraste, nas nanoparticulas de CFO e nas amostras com essas nanoparticulas, a presenca de histerese,
remanescéncia e coercividade é inequivoca e reveladora do seu comportamento ferromagnético. Estes
resultados estdao em conformidade com outros estudos [163]. Um dos principais fatores que influencia
0 comportamento das nanoparticulas magnéticas, para além da composicdo, é a sua dimensao. As
nanoparticulas com um tamanho mais reduzido sofrem magnetizacao de forma uniforme por toda a sua
estrutura, mas os seus momentos sao mais instaveis e tém uma maior tendéncia para serem

desmagnetizados. Consequentemente, as nanoparticulas mais pequenas costumam possuir um
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comportamento superparamagnético [119]. Quando o didmetro das nanoparticulas excede um valor
critico, estas deixam de sofrer magnetizacao de forma uniforme e o alinhamento dos momentos passa a
ocorrer por zonas denominadas dominios de magnetizacao. Na auséncia de um campo magnético,
alguns dominios sado capazes de manter os seus momentos alinhados, enquanto que outros sofrem
desmagnetizacdo. Desta forma, as nanoparticulas com um tamanho superior geralmente apresentam
um comportamento ferromagnético [119]. Sendo assim, uma possivel explicacdo para a diferenca entre
0 comportamento das duas nanoparticulas pode ser a dimensao, visto que as nanoparticulas de CFO
possuem um didmetro um pouco superior, 0 que pode ser suficiente para que a sua magnetizacao passe
a ocorrer por dominios, contrariamente as nanoparticulas de FO. Outra justificacdo pode ser a diferente
composicao. Contrariamente as nanoparticulas de FO, as nanoparticulas de CFO s&o constituidas por
ides de cobalto, 0os quais sao responsaveis por aumentar a coercividade devido a anisotropia cristalina
resultante da juncdo das rotacdes dos ides de cobalto e de ferro [164].

Relativamente as amostras com um comportamento ferromagnético, as curvas de magnetizacao
apresentam uma histerese semelhante, uma vez que todas possuem o mesmo tipo de nanoparticulas.
As nanoparticulas puras apresentam uma magnetizacdo remanescente de 32,3 emu/g e um campo
coercivo de 2 kOe. As restantes amostras possuem uma magnetizacdo remanescente de
aproximadamente 5 emu/g e um campo coercivo por volta dos 2 kOe. Apesar do campo coercivo ser
idéntico, a magnetizacdo remanescente das amostras é substancialmente inferior a das nanoparticulas
puras, o que é coerente com a quantidade de nanoparticulas presentes nas amostras ser mais reduzida.
Adicionalmente, é possivel observar que, apesar das diferentes matrizes poliméricas, as curvas de
magnetizacao das amostras sdo similares, apresentado valores de magnetizacao de saturacéo,
magnetizacdo remanescente e campo coercivo praticamente iguais. Isso indica que o polimero (PVDF ou
P(VDF-TrFE)) n&o influencia as propriedades magnéticas das nanoparticulas, tal como ¢ indicado na
literatura [165].

A magnetizacao de saturacao das nanoparticulas puras de FO foi de 68,3 emu/g e de CFO foi
de 59,4 emu/g. A partir desses valores e da magnetizacdo de saturacdo das amostras, calculou-se a
quantidade real de nanoparticulas utilizando a equacéo 3.7 (subcapitulo 3.2.7) e a eficiéncia da sua
imobilizacdo na matriz polimérica. Todos estes valores encontram-se sumarizados na Tabela 4.6.

Analisando os valores obtidos, contatou-se que a eficiéncia de imobilizacao nos filmes com
nanoparticulas de FO é bastante elevada, excedendo os 90% em ambas as amostras. Nos filmes com
nanoparticulas de CFO, a eficiéncia de imobilizacdo diminui ligeiramente, atingindo valores entre os 85

e 0s 90%. Esse efeito pode dever-se a maior densidade das nanoparticulas de CFO, o que resulta numa
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maior deposicdo das mesmas durante a preparacéo das solucdes poliméricas. Os valores da densidade
das nanoparticulas foram consultados nos dafa sheets disponibilizadas pelo fabricante (Nanoamor). Nas
fibras, a quantidade real de nanoparticulas é préxima da quantidade esperada de 10 %(p/p) e a eficiéncia
de imobilizacdo é quase 100%, o que significa que ndo foram perdidas nanoparticulas durante a

preparacdo das solucdes poliméricas e o processo de electrospinning.

Tabela 4.6. Magnetizacdo de saturacao (M), percentagem real de nanoparticulas (%(p/p) real) e eficiéncia de
imobilizacao das diferentes amostras.

Morfologia Amostra Ms (emu/g) %(p/p) real Eficiéncia (%)
PVDF/10FO 6,3 9 91
PVDF/20FO 12,7 19 93
Filmes
PVDF/20CFO 10,3 15 86
P(VDF-TrFE)/20CFO 10,6 16 89
Fibras PVDF/10FO O 6,8 9,9 99

4.5. Resposta celular

Com o intuito de avaliar o efeito dos materiais eletroativos no comportamento das células de
RMS, foram realizados diferentes ensaios com a linha celular RD. No caso dos filmes comerciais, foram
efetuados ensaios de proliferacao celular em condicoes estaticas e dinamicas, recorrendo a um biorreator
mecanico. Os resultados obtidos apds 72 h de cultura encontram-se apresentados na Figura 4.11.

Nas condicdes estaticas, devido a auséncia de estimulos, é possivel analisar a influéncia das
propriedades da superficie do material no comportamento das células. Sendo assim, através dos
resultados obtidos nessas condicdes, constatou-se que a presenca ou auséncia de polarizacao nao afetou
o crescimento celular. Relativamente aos filmes polarizados, ndo existem diferencas significativas entre
as duas amostras, o que indica que as células nao demonstram preferéncia pelas cargas positivas ou
negativas da superficie. Este resultado evidencia o comportamento distinto destas células em relacéo a
outras linhas celulares, como por exemplo os mioblastos C2C12, os quais apresentam maior proliferacao

na superficie carregada negativamente dos filmes de PVDF polarizados [38].
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Figura 4.12. Proliferacao celular das células RD cultivadas nos filmes de PVDF com diferentes estados de
polarizacéo, apos 72 h de cultura em condicdes estaticas e dinamicas (biorreator mecanico).

Nas condicdes dinamicas, verificou-se que a estimulacao fornecida pelo polimero piezoelétrico e
controlada pelo biorreator mecéanico induziu um aumento da proliferacdo das células RD em todas as
amostras, comparativamente as condicdes estaticas. Nos filmes NP, o crescimento celular entre as
condicdes estaticas e dindmicas aumentou cerca de 5%. Porém, o variacdo da proliferacdo celular foi
ligeiramente mais notdria nos filmes P+ e P-, tendo sofrido um aumento de aproximadamente 10% em
ambos os casos, o que indica que estas células reagem aos estimulos mecanico-elétricos. Isso significa
que as células apresentam um maior crescimento nos filmes polarizados, mas ndo demonstram
preferéncia pelas cargas positivas ou negativas da superficie, tal como foi comprovado nos ensaios
estaticos. Relativamente a polarizacdo, este comportamento é um pouco diferente do apresentado na
literatura para outros tipos de células, nomeadamente para as células estaminais adiposas humanas
(hASCs), as quais proliferam mais na superficie carregada negativamente dos filmes de PVDF polarizados
em condicdes dinamicas [31]. Contudo, quanto a proliferacao celular, ja foi demonstrado anteriormente
que a estimulacao mecanica pode ter um efeito proliferativo nas células cancerigenas [80, 81].

Dado que nao se verificaram alteracdes substanciais a nivel da proliferacao celular, procedeu-
se a analise das células através de microcopia de fluorescéncia, para averiguar se existiam diferencas
na sua morfologia. Para tal, foram recolhidas imagens dos filmes de PVDF apos 72 h de cultura, as quais

estao apresentadas na Figura 4.13.

78



4. Resultados e Discussao

Condigoes estaticas Condicdes dinamicas

NP

P+

Figura 4.13. Ensaios de imunocitoquimica em células RD cultivadas nos filmes de PVDF com diferentes estados
de polarizacao, apods 72 h de cultura em condicdes estaticas e dindmicas (biorreator mecéanico).

Nas imagens de imunofluorescéncia, o FITC é responsavel por destacar a verde as proteinas
que constituem o citoesqueleto ou que sao secretadas pelas células. Um exemplo de proteinas que
podem ser marcadas neste tipo de ensaio sao as proteinas da matriz extracelular que sao depositadas a
medida que as células vao aderindo ao substrato. Sendo assim, & possivel constatar que ocorreu a
deposicao de matriz extracelular em todas as amostras, o que significa que as células aderiram a todos

os filmes, independentemente da polarizacédo e da estimulacdo. O DAPI, por sua vez, ¢ uma substancia
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que marca a azul os nucleos das células. Desse modo, verificou-se que existem células em todas as
amostras, sendo este numero superior nas condi¢cdes dinamicas, o que esta de acordo com a maior
proliferacdo na presenca dos estimulos (Figura 4.12). Outra observacdo importante ¢ que nem o0s
materiais nem os estimulos alteraram a morfologia das células, uma vez que estas apresentam a sua
morfologia tipica, semelhante a mioblastos imaturos que se dispersam aleatoriamente e ndo apresentam
o citoesqueleto alongado (caracteristica dos mioblastos saudaveis) [6].

Dado que a polarizacao dos filmes nao revelou ter um efeito consideravel no comportamento
desta linha celular, optou-se por nao realizar a polarizacdo dos filmes compdsitos desenvolvidos. Os
ensaios de proliferacao celular nestas amostras também foram realizados em condicoes estaticas e
dinamicas, mas utilizou-se um biorreator magnético devido as propriedades magnetoelétricas dos filmes
produzidos. Os resultados obtidos apos 72 h de cultura encontram-se apresentados na Figura 4.14.

Nas condicdes estaticas, a proliferacao celular foi semelhante em todas as amostras. Tal como
foi mencionado anteriormente (subcapitulo 4.2), os filmes compésitos produzidos apresentam valores
de angulo de contacto idénticos, um indicador de que essas amostras possuem propriedades de
superficie semelhantes. Desse modo, é espectavel que tenham o mesmo impacto no crescimento celular

na auséncia de estimulos, o que se verificou experimentalmente.
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Figura 4.14. Proliferacéo celular das células RD cultivadas nos diferentes filmes compésitos produzidos, apos
72 h de cultura em condicdes estaticas e dinamicas (biorreator magnético).
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Nas condicoes dinamicas, ja € possivel observar algumas alteracoes relevantes. Novamente,
houve um aumento da proliferacdo celular em todas as amostras na presenca da estimulacdo mediada
pelo biorreator magnético, comparativamente as condicoes estaticas. Além disso, comprovou-se que o
aumento do crescimento celular foi superior nas amostras com 20 %(p/p) de nanoparticulas, rondando
0s 30%, enquanto que na amostra com 10 %(p/p) de FO, o aumento foi aproximadamente 20%. Este
resultado estd em conformidade com o facto de uma quantidade superior de nanoparticulas
magnetostritivas nas amostras resultar numa maior estimulacdo das células, tendo, por isso, um maior
efeito na sua proliferacdo. Porém, ndo é possivel observar variacdes significativas entre a amostra com
nanoparticulas de FO e as amostras com nanoparticulas de CFO, assim como entre a amostra de PVDF
e a amostra de P(VDF-TrFE), o que revela que o tipo de nanoparticulas incorporado e a composicao da
matriz polimérica ndo afetaram o desempenho desses materiais na estimulacdo celular, sendo a
concentracao das nanoparticulas o parametro mais relevante. Estes resultados estdo de acordo com o
previsto, uma vez que os dois tipos de nanoparticulas apresentam magnetizacées de saturacao
semelhantes, como se constatou anteriormente nos ensaios de VSM (subcapitulo 4.4). Tendo uma
magnetizacdo similar, os estimulos fornecidos serdo da mesma magnitude, o que induz uma resposta
idéntica nas células, tal como se verificou. Comparando com outros estudos, as células RD manifestaram
neste ensaio um comportamento semelhante aos mioblastos C2C12, os quais apresentam uma maior
proliferacdo e diferenciacdo sob estimulacdo magnética, quando cultivados sobre substratos de P(VDF-
TrFE) e CFO [74].

Comparando as duas formas de estimulacao, verificou-se que houve um maior aumento (10 a
20% superior) na proliferacdo celular entre as condicdes estaticas e dindmicas nos ensaios realizados
usando o biorreator magnético e os filmes compositos do que usando o biorreator mecéanico e os filmes
de PVDF. Para além dos resultados revelarem que o controlo da estimulacdo mecéanica e/ou elétrica
fornecida pelos polimeros piezoelétricos pode ser realizado através da incorporacao de nanoparticulas e
da exposicdo a campos magnéticos, também demonstram que essa abordagem teve um maior impacto
na resposta das células de RMS.

Com o intuito de estudar o efeito da morfologia dos materiais neste tipo de células, foram
realizados ensaios de adesao celular com uma duracdo de 24 h em condicoes estaticas nas fibras
produzidas, estando os resultados obtidos apresentados na Figura 4.15. A partir do ensaio calorimétrico
realizado, € possivel concluir que as células aderiram em todos as amostras. Relativamente a orientacao
das fibras, verificou-se que as células apresentam uma maior adesao nas fibras NO do que nas fibras O,

0 que pode dever-se a maior area de superficie das fibras ndo orientadas. Tendo em consideracao que
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a adesao celular foi inferior nas fibras orientadas, procedeu-se a incorporacdo de nanoparticulas de FO
nesse tipo de fibras para determinar o efeito desse componente na resposta das células. Contudo,
observou-se que nao existem diferencas significativas entre a adesao celular nas fibras orientadas com
e sem essas nanoparticulas. Este resultado esta em conformidade com o facto de essas fibras possuirem
valores de angulo de contacto idénticos (subcapitulo 4.2), o que revela que essas amostras possuem
propriedades de superficie semelhantes, razdo pela qual seria de esperar apresentarem uma adesao

celular similar em condicdes estaticas.
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Figura 4.15. Ades&o celular das células RD cultivadas nas fibras produzidas, apos 24 h de cultura em condigbes
estaticas.
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Nesta dissertacdo, foram produzidos filmes compésitos de PVDF e P(VDF-TrFE) com diferentes
concentracdes de nanoparticulas de FO e CFO. Para além disso, foram fabricadas fibras de PVDF nao
orientadas e fibras de PVDF orientadas com e sem nanoparticulas de FO. Inicialmente, foi realizada a
caracterizacdo a nivel morfoldgico, fisico-quimico, térmico, mecanico e magnético dos materiais
desenvolvidos, sendo posteriormente avaliado o seu efeito no comportamento das células de RMS através
de ensaios celulares em condicdes estaticas e dinamicas.

A partir das imagens de SEM, constatou-se que a morfologia dos filmes se manteve uniforme em
todas as amostras, apresentando uma estrutura compacta e com auséncia de poros. Embora as
nanoparticulas estejam distribuidas por toda a amostra, ocorreu a formacao de alguns aglomerados de
peguenas dimensdes em todos os filmes. Em relacdo as fibras, observou-se que, como previsto, as fibras
ndo orientadas se depositaram de forma aleatdria e possuem um diametro médio de 0,97 + 0,20 pm,
enquanto que as fibras orientadas sofreram um alinhamento na direcdo do coletor e apresentam um
diametro de 0,82 + 0,13 um. A introducdo de nanoparticulas nas fibras orientadas promoveu uma
diminuicao do diametro médio das fibras para 0,69 + 0,31 um. A analise da dispersdo das nanoparticulas
revelou que estas se encontram distribuidas pelas fibras, mas, tal como nos filmes, ocorreu a formacao
de alguns aglomerados de pequenas dimensdes. Contudo, as nanoparticulas aparentam estar bem
encapsuladas pelo polimero.

A avaliacdo da molhabilidade demonstrou que, apesar das diferentes composicdes, os filmes
possuem uma molhabilidade semelhante, apresentando angulos de contacto préximos dos 90°. O
mesmo se observou nas fibras, as quais apresentam angulos de contacto que rondam os 130°.
Paralelamente, comprovou-se que as fibras apresentam uma menor molhabilidade do que os filmes.

Pela analise dos espectros de FTIR-ATR, concluiu-se que tanto os filmes como as fibras
apresentam bandas de absorcéo caracteristicas do PVDF, o que indica que o método de processamento
e a incorporacao de nanoparticulas nao alterou as propriedades fisico-quimicas do polimero. Como seria
de esperar, no filme de P(VDF-TrFE), as bandas de absorcdo associadas a fase  sé@o mais intensas, visto
que este copolimero cristaliza quase totalmente nessa fase. Contrariamente, nos restantes filmes, as
bandas de absorcao associadas a fase o sdo mais proeminentes, o que esta de acordo com a fracéo de

fase B ser inferior, a qual ronda os 30%. Quanto as fibras, as amostras sao constituidas maioritariamente
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pela fase B. Adicionalmente, o alinhamento das fibras e a incorporacéo de nanoparticulas promoveu o
aumento da fase B nas fibras produzidas.

Através das curvas de DSC, verificou-se que os filmes e as fibras de PVDF apresentam apenas
um pico endotérmico associado a fusao do polimero e situado préximo dos 170 °C nos filmes e dos
160°C nas fibras. Todavia, a incorporacao de nanoparticulas de FO nas fibras induziu um ligeiro aumento
da temperatura de fusao. Em contraste, o filme de P(VDF-TrFE) apresenta dois picos endotérmicos, um
correspondente a temperatura de Curie nos 107 °C e outro correspondente a temperatura de fusao nos
152 °C. Relativamente ao grau de cristalinidade, os valores obtidos nos filmes de PVDF séao idénticos e
rondam os 50%, enquanto que no filme de P(VDF-TrFE) esse valor € inferior e aproximadamente igual a
32%. Nas fibras, o grau de cristalinidade é superior nas fibras orientadas (55%) do nas fibras nao
orientadas (48%). Por outro lado, a adicdo de nanoparticulas provocou uma diminuicdo no grau de
cristalinidade das fibras orientadas para 44%.

A analise por TGA demonstrou que todas as amostras possuem apenas um Unico patamar de
degradacdo situado entre os 400 e os 500 °C, seguido de uma perda de massa menos acentuada.
Observou-se também que a temperatura inicial de degradacao das fibras € um pouco inferior a dos filmes
e que a incorporacdo de nanoparticulas nas fibras e o aumento da concentracdo de nanoparticulas nos
filmes diminui a estabilidade térmica das amostras.

A respeito das propriedades mecanicas, averiguou-se que os filmes sdo mais resistentes a
deformacdo do que as fibras. Nos filmes, o aumento de 10% (p/p) na concentracdo das nanoparticulas
induziu um aumento do modulo de Young das amostras de 2475 para 2988 MPa. Além disso, o filme
de PVDF possui um maior modulo de Young (2173 Mpa) do que o filme de P(VDF-TrFE) (1475 MPa).
Nas fibras, constatou-se que as fibras nao orientadas tém uma menor resisténcia a deformacéo (101
MPa) comparativamente as fibras orientadas (563 MPa) e que, similarmente ao que ocorre nos filmes,
a incorporacao de nanoparticulas aumentou o mddulo de Young das fibras orientadas para 1162 MPa.

Nos ensaios mecanicos ciclicos, apenas foi possivel observar alteracdes nas propriedades das
fibras de PVDF orientadas nos ciclos com uma amplitude de 2% de deformacao. Nesse caso, durante a
primeira metade do ensaio, a histerese entre a curva de carga e de descarga vai-se tornando mais notoria,
0 que se traduz num aumento da energia dissipada. Adicionalmente, o modulo de Young diminui mais
acentuadamente durante os primeiros ciclos, sendo esse aumento menos evidente nos seguintes. Apesar
das propriedades mecanicas destas fibras sofrerem pequenas alteracdes nos primeiros 500 ciclos, estas
mantém-se constantes a partir desse ponto, 0 que demonstra a viabilidade da utilizacao destas fibras

para diferentes tipos de estudos celulares que requeiram estimulacdo mecanica prolongada.
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A caracterizacdo magnética das amostras revelou que as nanoparticulas de FO exibem um
comportamento superparamagnético, enquanto que as nanoparticulas de CFO exibem um
comportamento ferromagnético. Nas amostras com propriedades ferromagnéticas, constatou-se que o
campo coercivo é aproximadamente 2 kOe, idéntico as nanoparticulas puras. No entanto, a magnetizacao
remanescente dessas amostras (5 emu/g) é substancialmente inferior as nanoparticulas puras (32,3
emu/g). Similarmente, a magnetizacado de saturacéo de todas as amostras ¢ inferior a magnetizacao de
saturacdo das respetivas nanoparticulas puras e proporcional a quantidade de nanoparticulas presente
na amostra. Para além disso, as nanoparticulas puras apresentam magnetizacdes de saturacao
similares, sendo 68,3 emu/g nas nanoparticulas de FO e 59,4 nas nanoparticulas de CFO. Quanto a
eficiéncia de imobilizacdo das nanoparticulas, esta é proxima dos 100% nas fibras, varia entre os 90 e
95% nos filmes com nanoparticulas de FO e varia entre os 85 e os 90% nos filmes com nanoparticulas
de CFO.

Nos ensaios celulares, para além dos materiais desenvolvidos, foram analisados filmes
comerciais de PVDF com diferentes estados de polarizacdo. Nas condicdes estaticas, apos 72 h de
cultura, a proliferacao celular foi muito semelhante em todos os filmes de PVDF puro, independentemente
da polarizacdo. Nas condicdes dinamicas (biorreator mecanico), a presenca de estimulos resultou num
aumento da proliferacdo em todas as amostras, sendo este aumento um pouco mais acentuado nos
filmes polarizados (10%) do que no filme nao polarizado (5%). A andlise através de microscopia de
fluorescéncia demonstrou que estes materiais ndo influenciaram a morfologia das células, uma vez que
estas apresentam a sua morfologia tipica. No caso dos filmes produzidos, apos 72 h de cultura em
condicdes estaticas, a proliferacdo celular foi idéntica em todas as amostras, apesar das diferentes
composicdes. Nas condicdes dinamicas (biorreator magnético), a estimulacdo resultou num aumento do
crescimento celular em todas as amostras. Porém, este aumento foi mais pronunciado nas amostras
com 20 %(p/p) de nanoparticulas (30%) comparativamente a amostra com 10 %(p/p) de nanoparticulas
(20%). A partir destes resultados, é possivel constatar que o controlo da estimulacdo mecanica e/ou
elétrica fornecida pelos polimeros piezoelétricos através da incorporacdo de nanoparticulas e da
exposicdo a campos magneéticos foi feito com sucesso. Paralelamente, concluiu-se que os filmes
compésitos em combinacdo com o biorreator magnético tiveram um maior impacto (10 a 20% superior)
no crescimento das células de RMS do que os filmes de PVDF puro conjugados com o biorreator
mecanico. Relativamente as fibras, verificou-se que, apos 24 h de cultura, a adesao celular foi superior
nas fibras nao orientadas do que nas fibras orientadas e que a incorporacdo de nanoparticulas nao afetou

a adesao celular nas fibras orientadas.
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Com base nos ensaios celulares, conclui-se que os materiais eletroativos desenvolvidos e o0s
estimulos fisicos (mecéanicos e/ou elétricos) por eles fornecidos tém a capacidade de influenciar o
comportamento das células de RMS, revelando ter um efeito proliferativo neste tipo de células. Tendo

isso em consideracao, sugerem-se 0s seguintes trabalhos futuros:

»  prosseguir com a analise do efeito das fibras produzidas no comportamento desta linha celular em

condicdes dinamicas, nomeadamente aplicando esforcos mecanicos ciclicos;

» testar o impacto de outras condicoes de estimulacdo (diferentes tempos de estimulacdo e de

repouso, diferentes amplitudes) na resposta destas células;

> avaliar o efeito dos estimulos fornecidos por este tipo de materiais noutras linhas celulares

cancerigenas;

> realizar ensaios celulares dindmicos em células cancerigenas e saudaveis, para averiguar se €

possivel regular a especificidade destes estimulos;

> avaliar as modificacoes que as diferentes condicoes de cultivo inducem a nivel celular tem termos

de protedmica e gendmica.
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