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Resumo

O poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato), PHBV, é um biopolimero biodegradavel, biocompativel
e piezoelétrico carateristicas que fazem dele um material interessante para aplicagdes em engenharia
de tecidos. A incorporacdo de particulas magnéticas, tais como ferrites de cobalto, na sua matriz
permite a producdo de materiais magnetoelétricos através do acoplamento entre os efeitos
piezoelétrico do polimero e magnetostritivo das particulas. Quando utilizado na producao de suportes
para engenharia de tecidos, este material possibilita a geracao de potenciais elétricos através de
solicitacbes mecanicas e/ou magnéticas, importantes no desenvolvimento de tecidos.

Dado que as caracteristicas morfoldgicas dos scaffolds para engenharia de tecidos
desempenham um papel muito relevante, em funcéo do tipo de célula, os novos materiais compdsitos
foram processados sob diversas morfologias, incluido microesferas, fibras, filmes e scaffolds 3D.

A estrutura e carateristicas morfologicas das amostras processadas foram analisada por
microscopia eletronica. Realizaram-se analises das propriedades fisico-quimicas, térmicas e
magnéticas dos compdsitos em funcdo da morfologia dos mesmos e a presenca de nanoparticulas
magnetostritivas, ndo se tendo verificado alteracdes significativas das caracteristicas do polimero.

A aplicabilidade foi também avaliada por medio de testes de citotoxicidade e degradacéo. O
ensaio de citotoxicidade indireta revelou resultados positivos, ndo se verificando diminuicdo da
viabilidade celular. A degradacao foi avaliada pela imersdo das amostras em fluido humano simulado a
temperatura fisiologica, a perda de massa ao longo do processo foi monitorizada, indicando que as
primeiras alteracoes significativas se verificaram entre as semanas 4 e 6.

Deste modo, foi concluido que os novos materiais magnetoelétricos formados a partir de PHBV
e ferrites de cobalto, apresentam caracteristicas apropriadas para serem aplicados em engenhara de

tecidos.






Abstract

Poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate), PHBV, it's a diodegradeable biopolymer,
biocompatible and piezoelectric, properties that make it an interesting material for tissue engineering
applications. The incorporation of magnetic particles, like cobalt ferrites, in its matrix allows the
production of magnetoelectric materials through coupling of the polymers piezoelectric and the
particles magnetostrictive effects. When used to produce tissue engineering suppotrts, this material
allows the generation of electric potentials, important in tissue development, through mechanic or
magnetic solicitation.

Since the morphological characteristics of tissue engineering scaffold’s play an important role,
according to the cell line, the new composite materials were processed under several morphologies,
including microspheres, fibers, films and 3D scaffolds.

The structure and morphological characteristics of the processed samples were assayed
through electron microscopy. Analysis of the physicho-chemical, thermal and magnetic properties of
the composites were performed according to their morphology and the presence of magnetostrictive
nanoparticles, without record of meaningful alteration of polymer properties.

Applicability was also evaluated through cytotoxicity and degradation assays. An indirect
cytotoxicity assay revealed positive results without notice of a decrease in cell viability. Degradation was
evaluated through the sample’s immersion in simulated body fluid at physiological temperature. The
mass loss was monitored along the process, indicating that first significant changes were verified
between weeks 4 and 6.

This way, it was concluded that the new magnetoelectric materials made from PHBV and

cobalt ferrites possess suitable properties for tissue engineering applications.
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Capitulo 1 — Introducdo

Neste capitulo ¢ feita inicialmente uma breve descricao do seu conteldo.
Seguidamente, é feita uma contextualizacdo da problematica e temas no qual
se insere, bem como o seu contributo cientifico. Sao posteriormente descritos
0s objetivos propostos para esta tese sendo por fim descrita a organizacado da

mesma.

1.1 Motivacéo

A necessidade de drgaos e tecidos de substituicdo ¢ um problema crescente. O aumento da
esperanca media de vida leva a que haja uma maior necessidade de orgaos de substituicao. Todas as
formas de previsdo indicam que o desfasamento continuard a aumentar [1]. A taxa de mortalidade
para pacientes em lista de espera para receber um érgdo chega aos 25% em paises do terceiro
mundo. Alargando a estatistica & escala global, e considerando todos os casos em que a substituicdo
ou reparacao de um o6rgao implica uma larga melhoria da qualidade de vida da populacao, a questao
ganha um maior relevo [1].

Adicionalmente, a falha ou perda de um o¢rgao é atualmente um dos mais dispendiosos e
frequentes problemas dos servicos de saude humana. E por isso esperado que o desenvolvimento de
métodos para regeneracao ou reconstrucao de orgaos e tecidos humanos na sua totalidade, por meio
de engenharia de tecidos, tenha uma influéncia importante em diversas especialidades médicas no
futuro [2].

A engenharia de tecidos encarrega-se da criacdo artificial de dérgaos e tecidos para futura
implantacdo ou promocao da remodelacdo de tecidos de forma ativa. E reconhecida a interacéo entre
fatores fisicos e quimicos no desenvolvimento, organizacdo e expressdo funcional de tecidos [3]. O
sucesso das terapias de transplantacao celular ¢ dependente do desenvolvimento de substratos
adequados para culturas de tecidos, tanto /n vitro como in vivo, que possam providenciar
simultaneamente um estimulo biofisico adequado e atuar como material de suporte fisico [3]. A
biodegradabilidade ¢ uma carateristica importante para aplicacdo in vivo, uma vez que o scaffold deve
ser progressivamente degradado dando lugar/sendo substituido pelo novo tecido [4].

As matrizes sdo assim construidas recorrendo a polimeros inteligentes com o intuito de
emular carateristicas bioativas da matriz nativa do tecido a ser formado, simulando o seu
microambiente. Adicionalmente, estes podem ser processados sob diversas morfologias, permitindo a

construcao de matrizes com carateristicas morfolégicas similares a matriz nativa ou em outros casos
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adequadas a aplicacdo especifica. Os polimeros inteligentes demonstram-se assim como um recurso

valioso para aplicacdes em engenharia de tecidos [5,6].

1.2 Objetivos do trabalho
Os objetivos deste trabalho sao:

Processamento de Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) e composito (PHBV com
adicdo de particulas magnéticas) sob diversas morfologias: microesferas, filmes, fibras
orientadas e nao orientadas e scaffolds 3D.

Analise da morfologia, propriedades fisico-quimicas e magnéticas das diversas amostras
produzidas, e avaliacao da alteracdo das mesmas com o processamento assim como a
quantificacdo de particulas magnéticas.

Estudo da degradacdo das amostras produzidas, e consequente analise das alteracdes de
massa e morfologia durante esse processo.

Estudo da citotoxicidade das diversas morfologias produzidas.

1.3 Organizacéao da tese

A tese estd organizada em 6 capitulos: Introducdo, Estado da arte, Materiais e métodos,
Resultados e discussao, Conclusdes e Sugestdes para trabalhos futuros.

No primeiro capitulo, Introducao, € inicialmente descrita a motivacdo por de tras deste
trabalho assim como a problematica na qual se enquadra e uma breve descricdo da abordagem
proposta.

0 segundo capitulo é composto por uma pesquisa bibliografica das areas nas quais o trabalho
se insere, como engenharia de tecidos, biomateriais, piezoeletricidade, polimeros inteligentes e por fim
o polimero utilizado, o PHBV. O capitulo pretende deixar implicito o conceito biofisico subjacente ao
trabalho bem como este se enquadra nas diversas areas, resultando simultaneamente de uma
conjugacao de conceitos das mesmas.

O terceiro capitulo, materiais e métodos, apresenta as propriedades fisico-quimicas dos
materiais e reagentes utilizados durante a parte experimental do trabalho. Sdo também descritas as
técnicas utlizadas para o processamento dos materiais bem como uma introducéo/descricao a técnica
de eletrospinning uma vez que apresenta maior complexidade técnica. Sdo descritas seguidamente as
diversas metodologias utilizadas na analise dos materiais, SEM (do inglés “Scanning Electron

Microscopy'), FTIR-ATR (do inglés “Fourier Transformed Infrared Spetroscopy” - “Attenuated Total
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Reflectance”), DSC (do inglés “Direct Scanning Calorimetry'), TGA (do inglés “Thermogravimetric
Analysis”) e VSM (do inglés “Vibrating Sample Magnetometer’), bem como o seu principio de
funcionamento e descricdo dos instrumentos e parametros de analise utilizados. As metodologias
relativas aos ensaios de degradacao e citotoxicidade sdo descritas na parte final do capitulo.

No quarto capitulo sdo apresentados e analisados os resultados experimentais recolhidos
através das técnicas descritas no capitulo anterior. Estes sao discutidos ao longo do capitulo de forma
paralela a apresentacao e quando necessario comparados com a bibliografia.

O quinto capitulo consiste na apresentacdo das conclusdes gerais mais relevantes do trabalho
desenvolvido. E feito um balanco do trabalho efetuado e resultados obtidos relativamente aos objetivos
iniciais.

No sexto capitulo apresentam-se perspetivas de continuidade e melhoria ao trabalho

desenvolvido.
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2.1 Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos é uma area interdisciplinar da investigacdo que se ocupa das
alternativas regenerativas a transplantacéo [7]. O seu objetivo & a construcao de substitutos biologicos
capazes de reparar, manter ou melhorar a funcado de tecidos [7,8]. O paradigma da engenharia de
tecidos consiste no isolamento de células especificas do paciente para que crescam sob condicdes de
cultura controladas [9]. Estas sado posteriormente depositadas num suporte tridimensional e
estimuladas a formar e/ou reparar tecidos ou 6rgaos [4].

As abordagens em engenharia de tecidos partem de trés componentes principais para que
ocorra a formacao de tecidos [4]:
- Células, que poderao sofrer processos de diferenciacdo celular dando origem ao novo tecido [4,7].
- Suporte tridimensional que sirva de molde e suporte fisico ao tecido a formar-se [4,7,9].
- Fatores indutores e estimuladores da diferenciacao celular e formacéo de tecidos. E podem ser de
origem bioquimica, como fatores de crescimento e marcadores especificos, ou de origem biofisica

como a estimulacdo mecanica ou elétrica [10].

Surgem assim duas abordagens diferentes:
- In vivo, através do implante do suporte no paciente para que este cumpra uma funcao tanto
estrutural como indutora da formacéo de novo tecido através da aplicacdo de estimulos biofisicos e
libertacao de fatores de crescimento [4,10].
- In vitro, como sistema de suporte e estimulacdo para que as células do paciente sejam cultivadas
externamente, e uma vez formado o tecido este possa ser inserido no mesmo [10]. No entanto, as

abordagens ndo sdo mutuamente exclusivas e podem ser facilmente combinadas [10].

Assim, as abordagens em engenharia de tecidos sdo uma combinacado dos trés fatores
essenciais numa plataforma que possa ser aplicada num paciente, ou mesmo utilizada externamente,
auxiliando na formacao de tecidos sem causar reacoes bioldgicas adversas; que seja biocompativel; e
gue seja biodegradavel, para que possa servir de molde e estimular a formacao de tecidos enquanto
se degrada dando lugar a um novo tecido [7,9]. Na Figura 2.1 estdo representadas as duas
abordagens mais frequentes em engenharia de tecidos, a cultura em biorreator e futuro implante do

tecido, ou o implante direto do scaffold [6].
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Figura 2.1 - llustracdo das duas abordagens mais frequentes para reparacao de tecidos in vivo em
engenharia de tecidos, adaptado de [11].

2.2 Biomateriais

Os biomateriais desempenham um papel importante na grande maioria das estratégias de
engenharia de tecidos [4]. Além de servir de molde tridimensional ao tecido a ser formado, o suporte
fornece o microambiente para a regeneracdo celular, adesdo de células de suporte, proliferacao,
diferenciacdo e génese do novo tecido [7]. Deste modo, a composicdo quimica, estrutura fisica e
funcionalidade biolégica mostram-se importantes atributos dos materiais para aplicacdo em
engenharia de tecidos [7].

Para uma eficaz aplicacdo do biomaterial este deve ser adequado a aplicacdo em causa, uma
vez que cada material possui propriedades fisico-quimicas e mecanicas préprias e a capacidade de
estimular respostas especificas, salientando-se a importancia da adaptacao do material & aplicacdo
especifica [4,12]. A utilizacdo de materiais osteocondutores, como a ceramica, promove processos de
diferenciacao e proliferacao de osteoblastos [4,12].

Os biomateriais para aplicacdo em engenharia de tecidos dividem-se em trés grupos
principais: metais, ceramicos e polimeros sintéticos e naturais [7,9,12]. Os metais sao largamente
utilizados em aplicacoes biomédicas devido as suas 6¢timas propriedades mecanicas [/]. No entanto a

sua reduzida atividade bioldgica, auséncia de biodegradabilidade e o dificil processamento em
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estruturas altamente porosas reduzem a sua aplicabilidade em engenharia de tecidos [/]. Materiais
ceramicos como a hidroxiapatite (HA) ou fosfato de calcio possuem boa osteocondutividade
contraposta pela reduzida processabilidade e resisténcia mecanica [7]. J& os polimeros sintéticos
como o poli(acido lactico) (PLA), poli(hidroxialcanoato) (PHA), poli(hidroxibutirato) (PHB) e co-
polimeros, possuem uma elevada flexibilidade de design e facil processabilidade [12]. Os polimeros
naturais, como o colagénio, possuem otimas propriedades de adesao celular e biocompatibilidade, no
entanto apresentam baixas propriedades mecanicas [7,9,12].

Os biopolimeros aliam as carateristicas vantajosas dos polimeros sintéticos aos dos materiais
de origem biolégica [13-15]. Adicionalmente as carateristicas gerais dos polimeros como a
flexibilidade de processamento e manipulacdo das propriedades do material, aliam-se a sua elevada
biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade devido a sua origem bioldgica [15].

Além disso, as similaridades dos biopolimeros com a matriz celular e boa interacao celular, aliados as
carateristicas anteriormente referidas, tornam-nos potenciais candidatos para aplicacbes em
engenharia de tecidos [13,14].

No entanto, na grande maioria das vezes, o material puro nao reune as carateristicas
necessarias, dai a crescente necessidade em produzir materiais compositos de forma a reunir um
conjunto de carateristicas mais adequadas para a aplicacdo em causa [16-18]. E comum a mistura
de diversos polimeros como PLA, PHB e PHBV com HA, vidro bioativo ou colagénio e fosfato de calcio
de modo a estimular a formacéao de tecido 6sseo [18-22]. A mistura de diversos polimeros, de modo a
criar um compdsito, € uma pratica frequente na construcdo de matrizes para aplicacdes em
engenharia de tecidos, como por exemplo misturas de poli(etilenoglicol) (PEG)/PHB, poli(acido-L-atico)
(PLLA)/PHBV, poli(propileno-carbonato) (PPC)/PHBY e misturas de poli(acido glicélico-co-e-
caprolactona) (PGCL)/PHBV e PHBV com alginato e fibronectina para regeneracao de tecido neuronal,
entre outras [4,7,12].

Cada material ou compdsito possui carateristicas proprias mais apropriadas para utilizacoes
especificas. No entanto, ha requisitos gerais para a construcdo de matrizes que todos os biomateriais
devem cumprir [4,7,9,12] Carateristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade e
propriedades mecanicas favoraveis sao imperativas uma vez que estas sdo essenciais e transversais
para a construcdo de uma estrutura eficaz de suporte a formacao de tecidos [7,9].

A biodegradabilidade de uma matriz € um requisito para grande parte das aplicacdes em
engenharia de tecidos [7]. O racio de degradacao do scaffold deve acompanhar o racio de formacdo

do novo tecido de modo a servir idealmente a funcdo de suporte [9]. A biocompatibilidade é também
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um fator indispensavel uma vez que nao é possivel a aplicacdo de um scaffold que resulte numa
resposta imunitaria adversa [9]. Por fim, as propriedades mecénicas sdo também importantes uma
vez que o scaffold nao pode colapsar durante 0 manuseamento ou as atividades normais do paciente

[91.

2.3 Design de um scaffold

Um scaffold em engenharia de tecidos é desenhado para funcionar como suporte estrutural e
molde ao tecido a ser formado. O seu design é um processo complexo e desafiante, uma vez que a
sua funcionalidade ¢ influenciada por um elevado niimero de fatores quer geométricos/ morfolégicos,
quer fisico-quimicos [7,9].

Uma abordagem biomimética foca-se em materiais desenhados para influenciar o ambiente
fisico, quimico e biolégico que envolve a populacdo celular [7,10]. Para desempenhar uma funcao de
matriz extracelular temporaria, pode ser vantajoso emular certas carateristicas naturais da mesma [7].
No entanto, a sua total simulacdo pode ser complicada e desnecessaria uma vez que ocorrem
processos de regeneracdo acelerados comparativamente aos processos naturais de desenvolvimento
[7].

A geometria da matriz € um fator importante em engenharia de tecidos, uma vez que 0s
atributos fisicos podem modular a resposta celular [4]. A construcao de scaffolds tenta por isso seguir
uma abordagem biomimética de modo a simular a geometria da matriz extracelular através da

construcao de estruturas porosas ou fibrosas, Figura 2.2 [4,7].
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Figura 2.2 - Diversas morfologias de matrizes e sua aplicacao em engenharia de tecidos.

Uma elevada porosidade com dimensao adequada e boa interligacdo sdo fatores importantes
de modo a permitir uma facil penetracdo de células pela totalidade da matriz, boa circulacdo de fluidos
e eficaz vascularizacao [7,9].

A insercdo de farmacos e fatores indutores de crescimento e diferenciacdo € outro aspeto
importante a ter em conta na fabricacdo de um suporte uma vez que estes fatores sdo capazes de
modular a atividade celular sdo muitas vezes insuficientes para reparacdes de grandes danos [4,7,9].

A presenca dos fatores ¢ tida como um elemento essencial em engenharia de tecidos [4,7].

2.4 Polimeros inteligentes

Define-se por polimeros inteligentes, materiais que adicionalmente a serem poliméricos
apresentem variacdes reprodutiveis, significativas e estaveis de pelo menos uma propriedade quando
sujeitos a estimulos externos [6]. Os polimeros inteligentes sao atualmente alvo de estudo e a sua
aplicacao distribui-se pelas diversas areas, desde sensores e atuadores até engenharia de tecidos
[6,23].

Os polimeros piezoelétricos merecem particular destaque para aplicacdes em engenharia de
tecidos devido aos efeitos estimuladores nos processos de crescimento e diferenciacdo celular

atribuidos a presenca de potencias elétricos [5,6]. Estes apresentam uma vantagem ao permitir a
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aplicacdo de estimulos elétricos de forma menos evasiva, evitando cabos e fontes de alimentacao
externa uma vez que a geracao de potenciais € uma propriedade nativa deste material [5].

A utilizacdo de polimeros piezoelétricos demonstrou ser particularmente vantajosa na
regeneracdo e diferenciacao de tecido 6sseo, que também é piezoelétrico, vindo a sua aplicacdo de
encontro a uma abordagem biomimética, emulando o suporte as propriedades nativas do tecido e as
suas condicdes de utilizacao [5,6,24].

Por outro lado, a aplicacdo de um material piezoelétrico permite a geracao de uma corrente
alternada, quer in vivo através do movimento natural do paciente quer in vitro, através de vibracao,
compressao ou estiramento [5,6,24]. Este facto é de particular interesse uma vez que, contrariamente
a outros tecidos, os potenciais gerados no 0sso sao alternados devido aos movimentos humanos

comprimirem o tecido 6sseo de forma dindmica e intermitente [5,24].

2.5 Compdsito magnetoelétricos

Um problema decorrente da utilizacdo de polimeros piezoelétricos € que muitas vezes a
estimulacdo mecanica pode ndo ser possivel, como em caso de imobilizacdo do paciente, por
exemplo. Este problema surge particularmente em pacientes de fraturas o6sseas, que levam ao
acamamento e reduzida mobilidade do local fraturado Assim, compdsitos de polimeros piezoelétricos
com particulas magnetostritivas permitem a geracao de potenciais elétricos na auséncia de
estimulacdo mecanica e podem ser uma possivel solucao [25-27].

A magnetostricdo é uma propriedade dos materiais ferromagnéticos [27]. que demonstram
uma deformacado mecanica na presenca de campos magnéticos [27]. Quando sujeitos a um campo
elétrico ocorre um realinhamento dos dominios magnéticos no interior do material de modo a
minimizar a energia livre [28]. O realinhamento dos dominios causa uma reorganizacdo estrutural

interna refletindo-se em deformacédo mecanica do material como representado na Figura 2.3 [28].

Figura 2.3 - Representacdo esquematica do efeito magnetostritivo.
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A insercdo de particulas magnetostritivas na matriz de um polimero piezoelétrico permite o
acoplamento das duas propriedades, estes compdsitos definem-se de magnetoelétricos [27]. As
particulas magnetostritivas no interior do polimero sdo deformadas através de estimulacdo magnética
[29]. Com a vibracdo das particulas, o polimero ¢ deformado, que por sua vez, sendo piezoelétrico, é
gerado um potencial elétrico na superficie do material [27]. Capacita-se assim a transformacdo de um
estimulo magnético em estimulo elétrico, Figura 2.4 [29]. Os compositos magnetoelétricos
permitem desta forma a passagem direta de um estimulo magnético para a producdo de potenciais

elétricos [27].

Particulas Polimero Compésito
magnetoestritivas piezoelétrico magnetoelétrico

@
e
e

@
[ @
%
- % o -\\
V- \\\ N\
2
J Campo magnético \5\\ Estimulo mecanico Campo elétrico

Figura 2.4 — Acoplamento dos efeitos piezoelétrico e magnetostritivo em materiais magnetoelétricos.

O compésito formado, € um composito particulado, consistindo em particulas magnéticas
dispersas numa matriz polimérica [30], Figura 2.5. Sao possiveis outros tipos de interface entre
particulas e polimero (laminados e fibrosos), mas embora os compositos particulados possuam baixas
propriedades magnetoelétricas, estes possuem algumas vantagens comparativamente aos restantes
[30,31]. O seu processamento ¢ relativamente simples permitindo que sejam processadas diversas
morfologias comparativamente com outros tipos de arranjo/disposicdo/organizacdo [31].

Adicionalmente, permite uma maior manutencao da interface magnetostritiva/piezoelétrica durante a
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degradacdo do compésito fazendo esta conformacao ideal para aplicacdes em engenharia de tecidos
[31].

Uma grande diversidade de particulas pode ser utilizada como fase magnetostritiva para o
fabrico de um composto magnetoelétrico, como ferrites, manganites, metais, ligas de transicao e ligas
terrosas raras [25,32,33]. No entanto, para a producdo de compostos magnetoelétricos particulados
as ferrites de niquel e cobalto sdo maioritariamente utilizadas devido aos seus elevados coeficientes
magnetostritivos (220 ppm para as ferrites de cobalto (CoFe,0,)) [35-37]. Além dessas, o Terfenol-D ¢

também largamente utilizado devido & boa biocompatibilidade [31,32].

Figura 2.5 - Disposicado das particulas magnetostritivas num compdsito magnetoelétrico
particulado, adaptado de [37].

2.6 Piezoeletricidade

O efeito piezoelétrico define uma propriedade de certos materiais em que a polarizacdo pode
ser induzida/modificada por stress/tensdo mecanica [25,39,40]. A polarizacao resultante é um efeito
macroscopico causado, no entanto, por uma redistribuicao microscopica das cargas elétricas das suas
moléculas [38].

Ao nivel macroscopico o efeito é descrito por um vetor macroscopico de polarizacao, sendo
por isso independente da configuracdo superficial [38-40]. Este efeito tem origem na estrutura
cristalina dos materiais [6,24,38]. A alteracdo das posicdes relativas dos momentos dipolares
atomicos na matriz cristalina provoca uma reorientacdo das cargas resultando num efeito
macroscopico de polarizacao [24,38-40]. Este efeito verifica-se em cristais ndo centrossimétricos
[6,24,41].

O efeito piezoelétrico funciona de forma reciproca e linearmente proporcional [38,41]. Pode

verificar-se como efeito piezoelétrico direto, em que um estimulo mecanico ou deformacao resulta em
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polarizacao do material [38,40]. Uma vez revertida a carga aplicada ocorre a inversao da polarizacdo
[38,41]. O efeito pode também demonstrar-se pelo efeito piezoelétrico inverso, em que a aplicacao de
um potencial elétrico/polarizacdo resulta em deformacdo mecanica do material [38,40,41]. Na

Figura 2.6 encontram-se representados os efeitos piezoelétrico direto e inverso.

Figura 2.6 - Efeito de stress mecéanico na estrutura de um cristal piezoelétrico, adaptado de [42].

A forma mais comum de descrever o efeito piezoelétrico é pelo efeito direto, onde o

coeficiente piezoelétrico d; € descrito pela Equagéo 2.1 [6].

oD, £ ox, ¥
d: = (—) = (— Equacgéo 2.1
ij (an) (an) quac

onde a variavel “D” representa a inducdo elétrica, “E” a forca do campo elétrico, “X” o stress
mecanico e “x" a deformacao [6]. Deste modo, o efeito piezoelétrico pode ser observado como a
relacao entre as variaveis elétricas “D” e “E” e os parametros mecéanicos “X” e “x" [6]. A Equacao

2.2 descreve o efeito piezoelétrico inverso, de coeficiente e; [6].

ap. E ax. * Equacéo 2.2
e = (6xj) = —(an)

2.7 Piezoeletricidade no corpo humano
O efeito piezoelétrico esta presente em grande parte dos tecidos biologicos [41,43]. Este foi

encontrado em tenddes, pele, 1a, madeira, 0sso, colagénio, conchas de bivalves e otolitos de peixes,
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acidos nucleicos, elementos contrateis, entre outros [23,40,43]. Os tecidos humanos com
propriedades elétricas e piezoelétricas encontram-se representados na Figura 2.7.

O impacto bioldgico da piezoeletricidade ganha relevo aliando o conhecimento de que grande
parte dos processos fisioldgicos sdo governados por sinais elétricos a potencial presenca do efeito em
grande parte dos tecidos biologicos [23,40,41]. A sua presenca em tecidos vivos foi ja alvo de largo
estudo por parte de diversos investigadores [40]. No entanto, o seu impacto biolégico ndo é ainda
totalmente conhecido [44].

O facto de grande parte dos tecidos ser piezoelétrico implica que a modulacdo e controlo de
varios processos fisiologicos possam ser mediados por fatores mecéanicos [41]. O primeiro impacto da
producao local de potenciais elétricos sera a movimentacdo de ides [5]. Postula-se que estes
potenciais influenciem a movimentacdo de fatores de crescimento e recetores, controlem o pH,
influenciem a orientacao de moléculas e a ativacao e supressao de enzimas [5,24]. Adicionalmente, os
campos elétricos podem também influenciar processos de migracdo, proliferacdo e diferenciacdo
celular e podem modular a atividade sintética celular, embora estes mecanismos nao sejam ainda
completamente compreendidos [5,24]. A associacdo da inducdo mecanica aos diversos fendémenos
biologicos pode estar na base das respostas tacteis como a audicdo e o tato [41]. Postula-se,
adicionalmente, que este efeito possa ser determinante na manutencdo da homeostasia [41].

Dos tecidos humanos que apresentam comportamento piezoelétrico, 0 0sso € um dos mais
estudados, nomeadamente o efeito da estimulacdo elétrica nos processos de osteogénese
[5,23,41,43]. O impacto biologico do efeito como modulador da rigidez dssea ¢ facilmente observado
[44]. Corredores ou halterofilistas possuem densidade o6ssea mais elevada, contrariamente,
astronautas em orbita ou pacientes acamados experienciam perda de massa dssea, efeitos
decorrentes da presenca/auséncia de potenciais resultantes da compressdo do osso [24,44]. A
estimulacao elétrica € ja uma pratica médica consolidada para auxiliar na regeneracao de tecido 6sseo

[5,6].
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Figura 2.7 — Representacdo da localizacdo dos tecidos onde sinais elétricos e piezoelétricos sdo

mais relevantes.

2.8 Trabalhos relevantes realizados com polimeros inteligentes

A aplicacado de materiais poliméricos piezoelétricos e compositos magnetoelétricos, em
engenharia de tecidos, foca-se maioritariamente na regeneracdo de 3 tipos de tecidos: dsseo,
muscular e neuronal [6]. Alguns trabalhos mais relevantes encontram-se listados na Tabela 2.1.

PLLA e copolimeros, juntamente com fluoreto de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) sdo os
polimeros piezoelétricos mais utilizados para o fabrico de suportes para engenharia de tecidos. Estes
polimeros tém sido processados sob diversas morfologias de modo a simular a morfologia e
carateristicas da matriz extracelular. Processaram-se maioritariamente sob o formato de fibras,

Scaffolds porosos tridimensionais e filmes [45].

Tabela 2.1 - Exemplos de trabalhos relevantes realizados com polimeros piezoelétricos e
compositos magnetoelétricos.
Tecido Polimero Morfologia Propriedades Referéncia
PVDF(TrFE)/ . "
Bsseo TerfenokD Filme Magnetoelétrico [6]
PVDF/Ti Filme Piezoelétrico [46]
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PVDF Filme Piezoelétrico [47,48]
PVDF(TrFE)/ , "
BaTiO, Filme Magnetoelétrico [49]
Polarizado/
PLLA Scaffold 3D Biodegradavel [50]
. Polarizado/
PLLA/PGA Filme Biodegradavel [51]
PHB/PHBV Filme Piezoelétrico/ [17,52]
Biodegradavel '
PHBV Scaffold 3D Piezoelétrico/ [17]
Biodegradavel
Metglas/PVDF Filme Magnetoelétrico [53]
PVDF Filme Piezoelétrico [54,55]
PVDF-TrFE Fibras Piezoelétrico [56,57]
Nervoso ) Polarizado/
PLLA Fibras Biodegradavel [58]
Piezoelétrico/
PHB Scaffold 3D Biodegradavel [59]
. Piezoelétrico/
PHBV Microesfera Biodegradavel [59]
. Piezoelétrico/
PHB/PHBV Fibras Biodegradavel [60]
PVDF-TrFE Fibras Piezoelétrico [61]
. Polarizado/
Muscular PLLA Fibras Biodegradavel [62]
. Piezoelétrico/
PHBV Fibras Biodegradavel [63,64]
. . Polarizado/
Cartilaginoso PGA Fibras Biodegradavel [21,65,66]

Um polimero muito promissor para a regeneracdo de tecidos é o PVDF devido a sua
eletroatividade e biocompatibilidade [67].Trabalhos anteriores com culturas de osteoblastos MC3T3-E1
em filmes de PVDF demonstram uma maior adesdo e proliferacdo quando realizados em filmes
positivamente carregados [46]. Por outro lado, estudos realizados com células musculares (da linha
C2C12) demonstram que superficies negativamente carregadas podem encorajar a sua adesdo e
proliferacao [54]. Adicionalmente, a polarizacao em filmes de PVDF pode influenciar a hidrofobicidade
de substratos induzindo mudancas conformacionais de proteinas adsorvidas a matriz extracelular, que

podem por sua vez ser utilizadas para a regulacao da adesdo de células estaminais e direcao da
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diferenciacdo osteogénica [47,48]. Neuronios de espinal medula de ratos eletricamente estimulados
num filme de PVDF exibem um aumento da densidade neuronal e numero de neurites com mais do
dobro das ramificacdes observadas em substratos ndo eletricamente estimulados, indicando assim o
potencial da estimulacdo elétrica no crescimento e ramificacdo de neurites [55]. Trabalhos de diversos
autores reforcam as potencialidades do PVDF na construcdo de suportes celulares para engenharia de
tecido neuronal tendo sido verificada uma boa adesao celular, orientacao pelo scaffold e diferenciacéo
em tecido neuronal [56,57].

Os compostos magnetoelétricos permitem a estimulacao elétrica do suporte por meio de um
campo magnético. A eficacia dos materiais magnetoelétricos como suporte para engenharia de tecidos
foi demonstrada por [31], onde foi utilizado um material compédsito magnetoelétrico Terfenol-
D/PVDF(TrFE) para o crescimento de pré-osteoblastos MC3T3-E1, verificando-se um aumento da
proliferacao apos estimulacdo mecanica e elétrica.

Outro dos polimeros promissores para a construcdes de suportes poliméricos para engenharia
de tecidos é o PLLA. Este polimero é piezoelétrico quando polarizado nao possuindo a forte resposta
piezoelétrica do PVDF, no entanto apresenta a vantagem de ser biodegradavel. Células neonatais de
cerebelo de rato, da linha C172.2, foram cultivadas em diferentes suportes de PLLA, fibras orientadas
e scaffolds porosos [53,68]. Ambas apresentaram uma forte interacdo entre a matriz e as células,
havendo uma boa adesao, proliferacdo e diferenciacdo celular em todo o suporte [53,68]. Verifica-se
que, no caso das fibras, as células apresentam uma orientacdo preferencialmente paralela [68]. A
mesma linha celular foi cultivada em PLGA processado sob diversas morfologias, filmes, fibras e
scaffold poroso. Observou-se uma resposta celular similar ao caso do PLLA, com boa adesdo e
diferenciacdo celular [45]. As potencialidades da aplicabilidade do PLLA na regeneracado de tecido
nervoso demonstraram-se adicionalmente através de ensaios in vivo, onde se verificou a regeneracdo
eficaz do tecido aliada a uma boa resposta de tecido ao suporte [50,58]. PLLA e PLGA foram também
utilizados com sucesso para engenharia de tecido 6sseo, sob a forma de scaffolds porosos e filmes
com boa adesdo da cultura ao suporte, diferenciacdo celular e adesdo de proteinas [50,51]. O
poli(acido glicolico) (PGA) é também promissor na regeneracao de tecido cartilaginoso [51,65,66].
Estudos demonstram uma boa adesdo, diferenciacdo e resposta celular aos suportes, quer in Vivo,
quer in vitro [51,65,66]. O PLLA foi também utilizado como suporte para a engenharia de tecido
muscular. Foram produzidas fibras e a sua resposta quando em contacto com células endoteliais e de
musculo liso foi avaliada. Ambas as linhas celulares demonstraram uma boa adesdo e proliferacdo

pelo scaffold [62]. A potencialidade da aplicacdo de um scaffold poroso in vivo para engenharia de
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tecido muscular liso foi testada. Quando aplicado juntamente com mioblastos, verificou-se a formacéo
de novo tecido e de vascularizacdo demonstrando a capacidade do complexo fibras/mioblastos para
sobreviver, reorganizar e gerar estruturas similares a tecidos [69].

Os PHA's, nomeadamente PHB e PHBV, sdo potenciais materiais para a producdo de suportes
para engenharia de tecidos aliando biodegradabilidade com piezoeletricidade. As propriedades
relacionadas com a biocompatibilidade parecem ser similares entre PHB e PHBV [70]. Um estudo
revelou que diversas culturas celulares; fibroblastos, células endoteliais e hepatocitos isolados, quando
cultivadas em filmes de PHB e PHBV exibem altos niveis de ades@o ao substrato. Tecido 6sseo foi
diferenciado in vitro com sucesso num suporte de PHB poroso revelando boa adesao e diferenciacdo
celular [59]. Quando aplicados in vivo, PHB e PHBV, os resultados sdo igualmente animadores
demonstrando estimulacdo da formacao de tecido dsseo ausente de resposta inflamatdria [17] e [52].
Diversos estudos comprovam também as potencialidades de PHB e PHBV na regeneracao de tecido
neuronal. Foram utilizadas varias morfologias, como microesferas, fibras e filmes, verificando-se uma
boa adesao celular, crescimento e elongamento de neurites e manutencao da atividade metabdlica
[59,60]. O PHB e PHBV demonstram também fortes potencialidades para aplicacdo em tecido
muscular. Os suportes de fibras demonstram uma boa proliferacdo celular, tal como a expressao de
genes de marcadores chave da contracdo e marcadores da matriz extracelular [63,64].
Adicionalmente, ndo ha mencdo bibliografica, até onde se sabe, de um suporte magnetoelétrico e

biodegradavel.

2.9 Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)

Os polihidroxialcanoatos (PHA's) sdo uma familia de polimeros naturais [71-73]. Estes
poliésteres alifaticos sdo produzidos por bactérias sob condicées de cultura controladas ou plantas
geneticamente modificadas [71-75]. Um meio de cultura rico em carbono mas limitado em azoto
induz a fermentacédo do polimero [17,75]. Estes possuem, por isso, a funcdo bioldgica de substancia
de reserva de carbono [17,76]. Possuem também uma larga gama de aplicacdes, merecendo especial
destaque as aplicacdes biomédicas, como mecanismo de libertacdo controlada de farmacos e em
engenharia de tecidos devido as suas carateristicas de elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade
e termoprocessabilidade [18,74]. No entanto, uma desvantagem dos polimeros de PHA é a sua
disponibilidade limitada, e extracéo lenta de culturas bacterianas [74,77].

Durante os ultimos anos, esta familia de polimeros tem recebido especial destaque,

nomeadamente o poli(hidroxibutirato) (PHB) e copolimeros[18,74]. A sua grande aplicabilidade advém
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da elevada biodegradabilidade e otima biocompatibilidade aliadas as propriedades mecanicas
favoraveis equiparadas as dos acidos polilaticos [18,74]. Estes foram utilizados para a producéo de
variados dispositivos biomédicos, incluindo suturas, emplastros cardiovasculares, curativos de feridas,
scaffolds de medula 6ssea, entre outros [18,74]. No entanto, o homopolimero apresenta alguns
problemas relativamente & aplicabilidade como a sua extrema fragilidade, elevada cristalinidade e
dificil processamento [76-79]. Estas desvantagens fomentam o crescente interesse nos copolimeros
de PHB com hidroxivalerato (HV) devido & sua resisténcia e instabilidade de fusdo superiores,
melhorando assim a sua aplicabilidade e processabilidade relativamente ao PHB [75-77]. O
copolimero  poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)  (PHBV) é produzido naturalmente  por
microrganismos através da manipulacao das condicdes de cultura com adicado de acido propionico
[72,75,79]. Tal como o PHB, & um poliéster alifatico, termoprocessavel e altamente hidrofobico
[77,80]. Diversos estudos comprovaram a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade,
que aliadas as suas propriedades mecanicas o tornam um material promissor para aplicacdes em

engenharia de tecidos [75,77,78].

2.9.1 Propriedades fisico-quimicas
Do ponto de vista fisico-quimico, o PHBV é um poliéster termoplastico alifatico [77,80]. Este
co-polimero é constituido por percentagens variaveis dos monomeros de hidroxibutirato (HB) e

hidroxivalerato (HV), cuja estrutura esta representada na Figura 2.8.

CHs
CHs 0 (|:H2 0
{—0—CH—CH, l!) (0°c|:H CH, L')
X y
HB HV

uyn Uy n

Figura 2.8 - Estrutura quimica do PHBY, “x" e “y" representam as proporcdes de mondémeros HB e
HV respetivamente, adaptado de [81].
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Na Tabela 2.2 encontram-se representados os numeros de onda correspondentes as
bandas de absorcao infravermelho (IV) dos grupos funcionais do PHBV. A sua degradacao ocorre por

um mecanismo hidrolitico, sendo o seu racio de hidrdlise baixo levando a uma degradacao lenta [/75].

Tabela 2.2 - Principais bandas de absorcao IV do PHBV [82].

Banda de absorcéo
Numero de onda (cm™)
826 -979
1057
1133
1183
1227 - 1478
1720

Grupo funcional
C-H Vibracao (Alifatico)
C-0 Vibracao
C-0 Vibracao
C-0 Vibracao
C-H Vibracao (Alifatico)

C=0 Estiramento

2.9.2 Degradacao

A crescente atencdo dada ao PHBV provém das suas superiores propriedades mecanicas
relativamente ao homopolimero PHB [75-77]. Os co-polimeros compostos por hidroxivalerato (HV) sdo
menos cristalinos, mais flexiveis e podem ser processados com maior rapidez e facilidade do que o
préprio PHB [71]. As suas propriedades mecanicas sao equiparadas aos termoplasticos convencionais
como o poli(etileno) (PE) e o poli(propileno) (PP) [79].

A degradacao /n vivo do PHBV ocorre por um mecanismo hidrolitico que, tratando-se de um
polimero semicristalino, ocorre em duas fases [83,84]. Na primeira fase, a agua penetra na superficie,
degradando as cadeias da fase amorfa em cadeias menores até se formarem fragmentos solUveis
[83]. Consequentemente, ocorre uma reducéo inicial da massa molar da fase amorfa sem perda das
propriedades fisicas, uma vez que a coesdo da matriz € mantida pela fase cristalina [83]. Numa
segunda fase, ocorre a perda das propriedades fisicas e a agua passa a fragmentar a amostra,
verificando-se uma reducdo da massa [83]. Um aumento da porosidade da amostra facilita a difusao
da agua no seu interior e a remocado dos produtos da biodegradacdo acelerando, deste modo o
processo [84].

A degradacdo lenta, relativamente a outros biopolimeros biocompativeis permite que este
mantenha a sua integridade estrutural/mecanica até ao crescimento de tecido suficiente para garantir

um suporte estrutural [78]. Durante o processo ocorre uma reducdo da rigidez, resisténcia e massa
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fisica, 0 que se apresenta como uma vantagem, uma vez que permite que o suporte va sendo
gradualmente substituido pelo tecido, adquirindo o seu papel fisiolégico [17]. Este efeito é ideal

quando aplicado na reparacdo de longas fraturas e defeitos 6sseos [17].

2.9.3 Propriedades térmicas

O PHBV possui uma maior estabilidade térmica e permite um processamento mais rapido e
facil relativamente ao homopolimero PHB [71,75]. A inclusdo de mondmeros HV pretende solucionar
desvantagens do PHB, como a elevada fragilidade abaixo da temperatura de transicao vitrea e a facil
degradacdo acima da temperatura de fusdo [77]. Uma baixa resisténcia a degradacao térmica implica
um menor tempo de residéncia nos equipamentos de processamento [76]. Adicionalmente, o PHBV
possui, face ao PHB, um maior distanciamento entre as temperaturas de fusdo e de degradacdo
térmica [80]. A utilizacdo do PHBV surge como modo de ultrapassar a natureza instavel do PHB
durante a fase de fusao e elevada cristalinidade reduzindo as limitacdes do seu processamento [76].

No entanto, o PHBV apresenta um racio de cristalizacdo reduzido comparativamente aos
processos industriais de modelacao e fabrico. A baixa velocidade de cristalizacdo esta relacionada com
uma baixa velocidade de nucleacdo e um baixo crescimento linear resultante da incluséo de unidades
HV na matriz cristalina [75]. As propriedades térmicas do PHBVY, como a temperatura de transicao
vitrea (T), cristalizacao (T,), fuséo (T,), de degradacéo inicial (T), final (T) e maxima (T,,,) e entalpia

de fusao (AH,.) estdo sumarizadas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Propriedades térmicas do PHBV [22,85-87].

T,(°C) T.(°C) T,(°C) AH,(/g) T (°C) T(°C) T(Ti(°C) T, (°C)

6,6 28,5 161,0 65,9 261,0 298,0 37,0 280,0
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A atividade experimental € composta por trés etapas distintas. A primeira etapa consistiu no
processamento de PHBV recorrendo a diferentes técnicas, de forma a obter diferentes morfologias.

A segunda etapa do trabalho consistiu num ensaio de degradacao das diferentes amostras
produzidas previamente. O polimero, processado sob diversas morfologias, foi submetido a uma
solucdo de simulacdo de fluidos corporais (SBF, do inglés Simulated Body Fluid) a temperatura
fisiologica. As amostras processadas foram imersas em solucao durante diferentes periodos de modo
a estudar a degradacao de cada tipo de morfologia ao longo do tempo.

A terceira, e ultima fase da atividade, consistiu na caracterizacdo e analise das amostras
produzidas, sem degradacado e ao longo dos varios tempos de degradacdo. Diversas analises foram

realizadas, tanto morfologicas como relativas as propriedades fisico-quimicas da amostra.

3.1 Materiais, reagentes e solventes
3.1.1 Material

O material utilizado foi o poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato), com uma percentagem de
copolimero de 3% (mol/mol). O polimero foi adquirido na Natureplast, possuindo um grau de pureza
de 99% e massa molecular de 560,64 g/mol.

As ferrites de cobalto foram adquiridas na Nanoamor. O seu tamanho situa-se entre os 35 e

55 nm e o grau de pureza é superior a 98%.
3.1.2 Reagentes e solventes

Na Tabela 3.1 encontram-se indicados os reagentes utilizados durante o procedimento

experimental e as principais propriedades quimicas.

Tabela 3.1 - Reagentes utilizados na atividade experimental e carateristicas mais relevantes.

Massa Grau de
Férmula
Reagentes molecular pureza Fabricante  Referéncia
molecular
(g/mol) (%)
Cloreto de
NaCl 58,44 99 Fisher S/3160/60
Sadio
Cloroformio CHCI, 119,38 99 Fisher C/4960/17
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Alcool
[CH,CHOH], 13,00-23,00 98 Aldrich 348406-500G
Polivinilico
Ferrites de
CoFe,0, 234,62 98 Nanoamor 1510FY
Cobalto

Na Tabela 3.2 estao indicadas as propriedades do cloroférmio (CF), o solvente utilizado para

o processamento das diversas amostras de PHBV.

Tabela 3.2 - Propriedades do cloroférmio.

Ponto de Ponto de Momento Constante
Densidade
Solvente fuséo ebulicao dipolar dielétrica
(g.cm?)
(°C) (°C) (Debye) (e)
Cloroférmio 63,5 61,15 1,49 1,15 4,81

3.2 Técnicas de processamento
3.2.1 Solvent casting
A técnica de solvent casting , € provavelmente a técnica de processamento de materiais mais

simples para a producao de filmes poliméricos [88].

Figura 3.1 — Extensor utilizado na preparacao dos filmes poliméricos.

Para a producao dos filmes preparou-se uma solucdo de PHBY em CF com uma concentracéo
de 10% (m/v). Durante a dissolucédo a solucao foi mantida sob uma agitacdo moderada a 40 °C de

modo a acelerar o processo sem que ocorra perda excessiva do solvente, T, CF = 62 °C.
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Para a preparacao dos filmes contendo ferrites de cobalto, adicionou-se 10% (m/m) das
mesmas, relativamente & massa final, ao CF. De seguida, essa solucdo foi mantida sob sonicacdo
durante 1,5 h de modo a atingir uma boa dispersdo das ferrites no solvente. Posteriormente, o
solvente com ferrites de cobalto dispersas foi utilizado normalmente para a dissolucao do polimero (os
passos seguintes sado comuns ao processamento de filmes de PHBV e compositos). Uma aliquota da
solucdo polimérica foi vertida sob uma placa de vidro e espalhado com o extensor da Figura 3.1. A
placa de vidro foi mantida a temperatura ambiente durante 48 h para que ocorresse a evaporacdo do
solvente. O filme foi depois destacado do substrato. A Figura 3.2 esquematiza o processamento de

filmes por solvent casting.

Cloroférmio

Ferrites de
Cobalto

Solugio
polimero

Extensor

Substrato ——

~—Vy ~—Y¥y

Figura 3.2 - Esquematizacao do processamento de filmes por solvent casting.

3.2.2 Solvent casting/ Particulate leaching

A técnica de solvent casting/particulate leaching adequa-se a producédo de scaffolds 3D de
elevada porosidade [89].

Para a producao do scaffold poroso partiu-se de uma solucdo polimérica como preparada no
ponto 3.2.1. Colocou-se 10 mL de solucdo numa caixa de Petri contendo 10 g de NaCl e
homogeneizou-se manualmente. Deixou-se repousar a temperatura ambiente durante 48 h para que o
solvente evaporasse na totalidade. O scaffold foi posteriormente imerso em agua de modo a dissolver
o NaCl. A agua foi trocada diariamente para evitar a saturacao. Apos a dissolucdo do NaCl o scaffold
foi retirado e deixado novamente a temperatura ambiente durante uma semana até que a agua tivesse
sido totalmente evaporada. A Figura 3.3 esquematiza o processamento de scaffolds por solvent

casting/particulate leaching.
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Cloroférmio

Ferrites de
Cobalto

Solugao
polimero

NaCl Solvente Agua

L.a/ |_,_,_|—>|_._._| L-»_‘-é—’[\=3 §

Figura 3.3 — Esquematizacao do processamento de scaffolds por solvent casting/particulate
leaching.

3.2.3 Emulséao 6leo-agua

A técnica de emulsao oleo agua utiliza os principios de solvente/nao solvente de modo a
produzir microesferas poliméricas [90]. Embora a producao de microesferas poliméricas seja possivel
por técnicas diversas, no entanto, o método utilizado apresenta elevada simplicidade quer técnica,
quer relativa aos materiais e reagentes utilizados. Adicionalmente, a alteracdo dos parametros,
concentracdo da solucao, percentagem de tensioativo e velocidade de rotacao permite o controlo do
tamanho das microesferas [91,92].

Para a producdo das microesferas usou-se como ponto de partida um protocolo para a
producdo de microesferas de PLLA para aplicacdes biomédicas [93]. Preparou-se uma solucdo
polimérica de modo similar ao ponto 3.2.1, no entanto com uma concentracao ajustada para 3%
(m/v).

Paralelamente, preparou-se uma solucdo de 0,5% (m/V) através da dissolucdo de alcool
polivinilico (PVA) em agua ultrapura a 90 °C.

A solucdo de agua ultrapura com PVA, fase aquosa, foi colocada num baldo de vidro sob
agitacao, 1000 rpm. A solucdo polimérica, fase oleosa/organica, verteu-se lentamente para o interior
do balao. Utilizou-se 16,7 mL de solucao polimérica e 167 mL de solucdo aquosa de modo a atingir
uma razao de 1:10 entre as fases. O balao foi mantido em agitacdo durante 24 h para que ocorresse a
formacao das microesferas.

Uma vez formadas, adicionou-se 334 mL de agua ultrapura ao balao sob agitacdo, o volume
de agua ultrapura adicionada relativamente ao volume no interior do baldo perfaz um racio de 2:1. O
balao foi mantido em agitacdo por mais 2 h, sendo posteriormente mantido em repouso durante 24 h

para que as esferas precipitassem.
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O sobrenadante é depois retirado e o contetido do balao vertido para um goblé permanecendo
este novamente em repouso até evaporada a totalidade da agua. As microesferas podem depois ser
recolhidas. A Figura 3.4 esquematiza o processamento de microesferas pelo método de emulsao

oleo-agua.

Cloroférmio

Ferrites de
Cobalto

Agua

3\' S g 64

Figura 3.4 - Esquematizacao do processamento de microesferas por emulsdo 6leo-agua.

3.2.4 Eletrospinning

Na técnica de eletrospinning, uma solucdo polimérica é eletricamente carregada até que uma
fibra seja produzida por meio de uma forca eletrostatica [94,95].

Os elementos basicos sdo um capilar, comumente uma seringa, onde ¢ mantida a solucdo
polimérica, uma fonte de alimentacao, responsavel pela geracdo do potencial elétrico e um coletor de

modo a coletar as fibras processadas, Figura 3.5 [96].

Seringa

Solugao polimérica

Fieira

Fonte de energia
de alta voltagem

Coletor

Figura 3.5 — Esquematizacao do Setup de eletrospinning, adaptado de [97].
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O fluido no interior da seringa é expelido por compressdo mecanica, ar pressurizado ou
gravidade [94,96]. Na extremidade da seringa é normalmente acoplada uma agulha metalica, um
elétrodo ¢ colocado na agulha [96].

Ao coletor, feito de material condutor, encontra-se acoplado outro elétrodo produzindo um
campo elétrico entre solucao e coletor [96]. Coletores planos sdo utilizados para a deposicao aleatdria
de fibras, enquanto os rotativos produzem fibras paralelamente orientadas [95,96].

Quando tensdo elétrica é aplicada, ocorre repulsado entre particulas igualmente carregadas da
gota na extremidade do capilar. Contrariamente, uma forca atrativa é gerada entre as cargas opostas
da solucéo e coletor [94-96].

A medida que a tensdo aplicada aumenta, as forcas eletrostaticas aumentam relativamente &
tensdo superficial do liquido [94]. Uma vez superada a tensdo superficial, um jato de fluido
eletricamente carregado é projetado em direcao ao coletor eletrificado [94]. Durante a projecado o jato
sofre um movimento de oscilacdo e estiramento, o solvente evapora, sendo ja coletado sob a forma de
uma fibra [95]. No orificio por onde o fluido é expelido ocorre a formacdo de uma estrutura
denominada cone de Taylor. Este forma-se devido a forca eletrostatica gerada no fluido. Inicialmente
tem a forma de uma gota que se vai achatando, formando um cone, mediante o aumento da tenséo

aplicada, Figura 3.6 [94,95].

Capilar
Fibra ejetada
N

Aumento da voltagem aplicada 7

Figura 3.6 - Evolucéo do cone de Taylor com aumento da voltagem aplicada, adaptado de [102].

O processo de eletrospinning é influenciado por um elevado numero de parametros relativos
as condicdes de processamento, as carateristicas da solucdo ou mesmo ambientais [100,101]. Os
diversos parametros e respetivos efeitos no produto final apresentam-se de forma resumida na

Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Parametros e efeitos do processo de eletrospinning [96,98].

Parametros

Pardmetros da solucéo

Viscosidade

Concentracao do polimero

Peso molecular do polimero

Condutividade

Tensao superficial

Pardmetros de processamento

Tensao aplicada

Distancia ao coletor

Taxa de fluxo

Parametros ambientais

Humidade

Temperatura

Efeito na morfologia da fibra

Aumento do didametro da fibra com aumento da
viscosidade

Aumento do didametro da fibra com aumento da
concentracao

Reducéo do numero de gotas com aumento do
peso molecular

Diminuicdo do diametro das fibras com aumento
da condutividade

Elevada tenséo provoca instabilidade no jato

Diminuicdo do didametro da fibra com aumento
da tensao aplicada

Diminuicdo do didametro da fibra com aumento
da distancia

Aumento do didmetro das fibras com aumento

da taxa de fluxo

Elevada humidade resulta em poros circulares
nas fibras
Aumento da temperatura resulta na diminuicao

do diametro das fibras

Para a producéo das fibras utilizou-se a mesma solucdo do ponto 3.2.1 A solucdo foi depois
carregada numa seringa e esta colocada na bomba. A distancia entre a agulha e o coletor ajustada
para 20 cm, a poténcia da fonte de alimentacao para 20 kV e o fluxo da bomba para 2 mL/h.

Para o processamento de fibras ndo orientadas utilizou-se um coletor estatico e para as fibras
orientadas, um rotativo como representado na Figura 3.7. Todos os outros parametros se

mantiveram inalterados.
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Figura 3.7 - Coletores utilizados durante o processamento de fibras por eletrospinning: A - estatico
e B - rotativo.

AFigura 3.8 esquematiza o processamento de fibras por eletrospinning.

Cloroférmio

Ferrites de
Cobalto

Coletor

Fonte de alimentagio

Figura 3.8 - Esquematizacao do processamento de fibras por eletrospinning.

3.3 Técnicas de caracterizacéo

Neste capitulo serdo descritas as diversas técnicas utilizadas para a caracterizacdo das
morfologias obtidas. Serdo descritos os principios tedricos e componentes principais das técnicas de
Microscopia eletrénica de varrimento, Gota séssil, Espetroscopia de infravermelho, Calorimetria
diferencial de varrimento, Termogravimetria analitica e Magnetometria de amostra vibratoria.
Adicionalmente, serdo também indicados os principios basicos do seu funcionamento tal como as

condicdes de analise utilizadas para cada uma das técnicas.

3.3.1 Microscopia eletrénica de varrimento
A microscopia eletronica de varrimento (SEM do inglés Scanning Electron Microscopy) é,
atualmente, umas das técnicas mais utilizadas para a caracterizacdo morfologica de superficies nas

areas de processamento de materiais, biologia, ciéncias forenses e semi-condutores [99]. Permite a
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visualizacdo de uma grande diversidade de materiais com elevada resolucdo e profundidade de campo
chegando, em alguns casos a 0,7 nm [100].

0 método mais comum de obtencdo de imagens é a detecdo de eletrdes secundarios. No
entanto, o equipamento pode recolher sinais distintos através da utilizacdo de modulos
complementares como detetores de eletrdes Auger, eletrdes retrodifundidos, catodoluminescéncia ou
raios-X (EDX), que permite uma analise complementar da composicao quimica da amostra [100,101].

Na Figura 3.9 esta representado um microscopio eletrénico de varrimento. E composto por
um canhao de eletrdes, o elemento onde ocorre a producdo do feixe [100,101]. O aparelho possui
também um anodo e uma lente condensadora, estes componentes sao responsaveis pela
concentracdo do feixe de eletrdes [100,101]. Uma lente eletromagnética defletora controla a direcao
do feixe possibilitando o varrimento controlado da amostra [100,101]. Os detetores sado
posteriormente responsaveis pela detecdo dos eletrdes [100]. O sinal dos detetores é processado
digitalmente criando-se uma imagem tridimensional. A analise necessita ser realizada numa camara
de vacuo de modo a isolar os eletroes de possiveis interacdes com particulas presentes no ar

[99,100].

@— Canhao de eletroes

. Feixe de eletroes
Anodo

/ Lente condensadora

Lente defletora

Detetor de eletrées
retrodifundidos

Detetor de eletrdes

>4 secundarios
: Amostra
Suporte

Figura 3.9 - Esquematizacao dos componentes principais do SEM, adaptado de [102].

3.3.1.1 Medicéo e andlise
De modo a produzir uma imagem morfoldgica da amostra, esta é varrida por um feixe de
eletrdes de elevada intensidade. Quando o feixe incide na amostra provoca um conjunto de interacoes

com 0s eletrdes a sua superficie Figura 3.10. Desta interacao resultam eletrdes Auger, eletroes
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secundarios, eletroes retro difundidos, raios-X e fotdes de variadas energias enquanto os eletrdes do
feixe, os eletrdes primarios sdo dispersos [100,101]. A detecdo de eletrdes secundarios produz
imagens com maior resolucdo devido a grande proximidade entre o detetor e a amostra [100,101].
Quando um feixe de eletrdes de elevada intensidade irradia a amostra ocorre excitacao dos
atomos superficiais levando a emissdo de eletrdes da banda de valéncia, os eletrdes secundarios
[100,101]. A topografia da superficie da amostra leva a que estes sejam emitidos com diferentes
intensidades. Enquanto a amostra é varrida pelo feixe, um detetor recolhe o sinal dos eletrdes
secundarios. O sinal é processado digitalmente e mediante a intensidade detetada em cada ponto da

superficie da amostra é possivel uma reconstituicao digital da sua superficie [99,100].

Feixe de eletroes

RAIGEEX Eletrées retrodifundidos

carateristicos ;ﬂ
/
Catodoluminescéncia /
/ Eletroes secundarios
Eletroes Auger /
J
Amostra

Figura 3.10 - Efeito da interacdo entre feixe de eletrdes e amostra, adaptado de [102].

De modo a obter-se uma imagem, eletrdes sejam emitidos da superficie da amostra, esta
necessita ser condutora. [103,104]. Quando a capacidade de conducdo da superficie é reduzida
procede-se ao seu revestimento com um filme fino de material condutor [103,104]. Algumas amostras
podem nao resistir ao vacuo e temperatura elevada do interior da camara de analise [103] [104]. A
fixacdo e preparacdo da amostra pode ser importante para garantir que esta permanece ilesa durante

a amostragem [104].

3.3.1.2 Condicdes de analise

A analise superficial por SEM foi realizada num instrumento FEG-SEM Hitachi S4100 com uma
aceleracao de 3kV.

As amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro por sputtering numa camara

Polaron SC502.
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3.3.2 Avaliacédo da molhabilidade

A medicao de angulos de contacto é a técnica padrdo para a avaliar a resposta hidrofobica e
molhabilidade de superficies [105-107]. E uma ferramenta comum para a caracterizaco e controlo
de qualidade de materiais e superficies nas areas téxtil, semicondutores, polimeros e plasticos,
inseticidas, quimica, metalurgia, entre outras [105,107-109].

O método mais comum para a avaliacdo da molhabilidade é a medicdo direta do angulo de
contacto pela técnica da gota séssil recorrendo a um gonidmetro telescépico como esquematizado na
Figura 3.11 [105]. O instrumento é composto por uma plataforma, um dispensador, uma luz e uma
camara. A plataforma é a base onde a amostra é colocada. Uma seringa ¢ acoplada ao dispensador
gue remotamente liberta uma gota na superficie da amostra. Uma luz ¢ feita incidir na amostra para
gue a camara capte uma imagem da interface entre gota, material e ar. A posicao relativa dos
componentes é ajustavel para que haja um bom enguadramento e luminosidade e seja conseguida
uma boa imagem. O goniémetro é ligado a um computador onde a informacdo é processada

digitalmente o angulo de contacto [108,110,111].

| ASEON i
Dispensador —
‘ Computador
Angulo de \
contacto’, _
Luz— l b’\
\J . >.5: S X
A\ I'Camara

‘Amostra

Figura 3.11 - Esquema representativo de um goniémetro telescopico, adaptado de [112].

3.3.2.1 Medicéo e andlise

O grau de molhabilidade é determinado pela medicdo do angulo de contacto entre as
interfaces liquida, solida e gasosa. Quando uma gota é colocada numa superficie solida pode
permanecer como uma gota de area finita ou pode espalhar-se indefinidamente pela superficie. A
condicdo para o espalhamento ¢ que a energia ganha pela formacdo de uma unidade de area da
interface liquido-solido exceda a necessaria para formar uma unidade de area da interface liquida-

gasosa [113]. O angulo de contacto 6 é assim resultado da relacdo entre as diversas energias
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interfaciais de acordo com a Equacdo 3.1, onde y, representa a energia interfacial entre as

interfaces solida e gasosa, v, solida e liquida e y,, liquida e gasosa [105,113].

Yig€0sO = Vsg — V51 Equacéo 3.1

Deste modo existe uma relacdo de proporcionalidade direta entre o angulo de contacto e a
hidrofobicidade da superficie medida, resultante de interacdes entre interfaces nos 3 estados da
matéria, Figura 3.12 [107,114]. As superficies sao consideradas hidrofilicas para valores de 6

inferiores a 90° e hidrofébicas para valores superiores a 90° [106].

8 < 90° 6 =90° 8> 90°
/ es Tz \ b
Ysl
Figura 3.12 - Representacdo de angulo de contacto entre as interfaces solida/liquida e

liguida/gasosa, adaptado de [106].

3.3.2.2 Condicdes de analise
Para a medicdo dos angulos de contacto utilizou-se uma gota de 3 ml de agua destilada a
temperatura ambiente, num instrumento OCA15 Dataphysics contact angle analyser. Para cada

amostra foram realizadas 6 medicoes em locais diferentes.

3.3.3 Espetroscopia infravermelho com transformadas de Fourier - Refletadncia total
atenuada
A técnica de Espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR do inglés
Fourier Transformed Infrared Spectrosopy) ¢ a Unica técnica que permite, através da analise das
vibracdes moleculares de grupos funcionais, caracterizar a estrutura molecular de um composto [115].
Através da medicao da energia absorvida pela amostra a diferentes niumeros de onda na gama
IV, os grupos funcionais presentes na amostra podem ser identificados uma vez que absorvem niveis

de energia especificos [115,116].
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3.3.3.1 Medicao e analise

A obtencao de um espetro infravermelho passa inicialmente por fazer incidir na amostra um
feixe de radiacdo dentro da gama. Na extremidade oposta encontra-se um detetor. A energia do feixe
incidente é variada percorrendo todo o espetro da gama IV, correspondente a regidao da radiacao
eletromagnética compreendida entre os 4000 cm™ e os 400 cm™ [115,116].

Comparando a intensidade dos feixes incidente e detetado é possivel determinar a fracdo
transmitida, através da qual se calcula a transmitancia (T), I/l,, verificando-se a lei de Lambert-Beer,

Figura 3.13 [116].

Radiagao Amostra Radiagao
incidente transmitida

lo I

b 4

A

Radiagao
absorvida

Figura 3.13 - llustracdo da lei de Lambert-Beer, adaptado de [117].

Através da transmitancia pode deduzir-se a absorvancia pela Equacédo 3.2, uma vez que

esta ndo pode ser medida diretamente pela técnica [118].

I .
A =log (70) Equacgéo 3.2

Para que ocorra absorcdo de energia € necessaria uma alteracao do momento dipolar da
ligacdo quimica ou grupo funcional decorrente da sua rotacdo ou vibracdo decorrentes [116]. A
vibracdo pode ter origem na alteracao do comprimento da ligacédo, estiramento, variacao do angulo de

ligacdo ou deformacao, Figura 3.14 [116].
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X F N J/ & -
Estiramento Estiramento Deformagao assimétrica
simétrico assimétrico fora do plano
+ % = — R o
Deformacao simétrica Deformagao assimétrica Deformagio simétrica
fora do plano dentro do plano dentro do plano

Figura 3.14 - Representacao dos varios mecanismos vibracionais, adaptado de [119].

Uma vez que os grupos funcionais possuem niveis de energia bem definidos pode determinar-
Se a composicao quimica qualitativa do material, ou alteracdes da mesma, através da comparacao dos

picos do seu espetro de absorcdo IV com uma base de dados, Figura 3.15 [115,116,118].

Absorvancia
|

A g

e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm')

Figura 3.15 - Espetro de absorcao IV do PHBV, adaptado de [120].

3.3.3.2 Condicdes de analise
A andlise foi realizada num aparelho Jasco FT/IR 4100 com transformadas de Fourier, com
uma resolucao de 4 cm™ na regido compreendida entre os 4000 e os 600 cm™.

O espetro foi obtido através de 64 varrimentos.

42



Capitulo 3 — Materiais e métodos

3.3.4 Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC do inglés Direct Scanning Calorimetry) é uma técnica
termoanalitica simples e rapida, tanto na preparacao de amostras como na utilizacao da
instrumentacao, justificando assim a sua alargada aplicacdo [121].

E capaz de medir as alteracbes térmicas e a temperatura a que ocorrem através do
aguecimento, arrefecimento ou manutencao isotérmica da amostra, permitindo a sua caracterizacdo
térmica através da determinacdo e caracterizacdo dos processos de vitrificacdo, cristalizacdo e fuséo
[121,122].

A grandeza principal medida é o fluxo de calor da amostra em funcdo da temperatura ou
tempo, por convencado exprime-se em mW no eixo vertical [121,122].

O aparelho de DSC é constituido por duas camaras, a da amostra e a de referéncia como
demonstrado na Figura 3.16. Ambas sdo mantidas a mesma temperatura e aquecidas a um ritmo
constante. Devido a distinta capacidade calorifica entre amostra e referéncia o fluxo de calor fornecido
¢ diferente. Através da variacdo do fluxo da amostra as transicdes térmicas sdo determinadas.

[121,122].

Sensores de
temperatura

mostr %eferéncF

VWAAAAAN / AN

Elementos de aquecimento
indivivuais

Figura 3.16 - Esquema do aparelho de DSC, adaptado de [123].

3.3.4.1 Medicao e analise

A analise dos termogramas de DSC permite a caraterizacao térmica da amostra. A transicéo
vitrea (T,) € observada pelo aumento do fluxo de calor, reflexo do aumento da capacidade térmica
decorrente da maior mobilidade das cadeias poliméricas. [121,122]. Ocorre dentro dum intervalo de
temperaturas, convencionando-se a T, como o ponto médio [121,122].

As entalpias (AH. e AH,) e temperaturas (T, e T,) de cristalizacao e fusao, respetivamente,

podem ser determinadas pela analise do termograma [121,122]. Sendo a cristalizacdo um processo
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exotérmico, assume a forma de um pico acompanhado por uma diminuicdo do fluxo de calor
[121,122]. O processo de fusdo, endotérmico, é registado sob a forma de um pico acompanhado por
um aumento do fluxo de calor. [121,122]. Em ambos os casos as temperaturas sdo determinadas
pelo maximo/minimo do pico e respetivas entalpias calculadas através do valor do seu integral,
Figura 3.17 [121].

A anadlise de DSC permite também estimar a grau de cristalinidade do polimero através da
Equacéo 3.3, uma vez que as fases cristalina e amorfa diferem na entalpia de fusao [121,124].

X. = (AH,, — AH,)/AHE Equacéo 3.3

Sendo, X, o grau de cristalinidade, AH, a entalpia de fusdo, AH,, a entalpia de fusdo medida

experimentalmente e AH:,, a entalpia de fusao do polimero 100% cristalino, em que AH:_ (PHBV) =
146,6 J/g[121,124-126].

Exo_,

Fluxo de calor

-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura 3.17 - Curva tipica de DSC, adaptado de [127].

3.3.4.2 Condicdes de analise

A analise de DSC foi realizada num aparelho Mettler Toledo DSC822°, entre 0 e 200 °C a uma

velocidade de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de azoto e recipientes de aluminio. O

software de aquisicao foi o Mettler Toledo STAR®.
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Utilizou-se uma atmosfera de azoto liqguido uma vez que é um gas inerte e permitir iniciar a

analise a uma temperatura inferior a ambiente.

3.3.5 Termogravimetria analitica

A analise termogravimétrica (TGA do inglés Thermogravimetric Analysis) ¢ um método
instrumental de analise calorimétrica. A técnica permite seguir a variacdo de massa da amostra em
funcdo da sua temperatura. Esta pode estar relacionada com fendmenos de oxidacdo, desidratacao ou
degradacao do material [128].

Utiliza-se frequentemente como técnica complementar ao DSC sendo maioritariamente
utilizada para determinacéo da estabilidade térmica ou oxidativa de materiais poliméricos [129,130].

A técnica de TGA permite quantificar reacdes de perda de solvente/agua, percentagens de
incorporacao e perda de plastificador, reacdes de descarboxilacao, pirolise, oxidacdo, decomposicdo
entre outras aplicacoes [129,130]. A maioria das analises é realizada durante o aquecimento havendo,

no entanto, ensaios onde informacdo pode ser retirada do processo de arrefecimento [129].

3.3.5.1 Medicao e analise

A grandeza medida pela técnica é a massa da amostra. Um termograma de TGA exprime a
massa das amostras no eixo vertical, em mg ou %, em funcdo da temperatura ou tempo [131].

A balanca é o elemento responsavel pela medicao da grandeza e possui acoplado a sua haste
um sensor de temperatura [128].

Adicionalmente o aparelho possui uma fornalha que cobre a amostra e cria uma atmosfera
controlada no seu interior [128]. O sistema possui um gas de purga, geralmente inerte, de modo a
evitar reacées com a amostra e melhorar a conducdo de calor [129]. A selecdo de um gas de purga
permite adicionalmente analises em atmosferas oxidantes/redutoras, de modo a caracterizar reacoes

redox, [129]. AFigura 3.18 esquematiza os principais componentes do instrumento de TGA.
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Figura 3.18 - Esquema de um aparelho de TGA, adaptado de [132].

Através da analise do termograma de TGA, Figura 3.19 varias elacbes podem ser retiradas
relativamente @ amostra. Em primeira instancia, pode aferir-se a estabilidade térmica do material
[131]. Os pontos de decréscimo e estabilizacdo da massa indicam intervalo de temperaturas de

degradacdo [131]. O declive da curva indicia a rapidez da degradacdo [131].
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Figura 3.19 - Termograma de PHBV, adaptado de [133].

3.3.5.2 Condicdes de analise
A analise de TGA foi realizada num aparelho Mettler Toledo TGA/SDTA 851° Thermobalance,

entre 25 e 900 °C a uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de azoto em

recipientes de alumina. O software de aquisicdo foi o Mettler Toledo STAR®.

3.3.6 Magnetometria de amostra vibratoria
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0 magnetometro de amostra vibratoria (VSM do inglés Vibrating Sample Magnetometer) € um
instrumento capaz de realizar medicées do momento magnético de uma amostra [134]. E uma
técnica direta uma vez que envolve a medicdo macroscopica de propriedades magnéticas provocadas
pela oscilacao da amostra [135].

Permite medicdes de curvas de magnetizacdo, momentos de saturacdo, suscetibilidade
magnética e anisotropia de pequenas amostras ferromagnéticas com elevada sensibilidade e

simplicidade e em funcao de temperatura, campo magnético ou orientacao cristalografica [134,136].

3.3.6.1 Medicao e analise

Os mecanismos de medicées magnéticas de inducdo, como o VSM, envolvem a observacao da
voltagem induzida numa bobina de detecao pela alteracdo do fluxo quando o campo magnético, o
posicionamento das bobines ou da amostra ¢ alterado [134,137]. Este tipo de mecanismo de inducdo
baseia-se na lei da inducdo de Faraday, segundo a qual a voltagem ¢ induzida na bobina é

proporcional a variacdo do fluxo magnético ®, ao longo do tempo t Equacéo 3.4 [138,139].

£ = _(E) Equacéao 3.4

Na técnica de VSM a alteracdo é causada pela vibracdo da amostra a uma frequéncia e fase
conhecidas quando sujeita a um campo magnético uniforme gerado pelos eletroimanes. A vibracao da
amostra provoca uma distorcdo do campo magnético. As bobinas de detecao, detetam as distorcdes
do campo magnético convertendo-as num sinal elétrico permitindo que este seja registado e
manipulado digitalmente [135,137]. O sinal detetado ¢ assim uma funcdo da posicdo da amostra
[137].

AFigura 3.20 representa um esquema dos componentes principais do VSM.
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Figura 3.20 - Esquema dos componentes do instrumento de VSM, adaptado de [135].

Um grafico de histerese pode ser obtido por VSM [140]. A amostra é sujeita a um campo
magnético intenso até que seja atingida a saturacao, com os dipolos magnéticos orientados com o
campo, Figura 3.21.

0 momento de saturacdo é percetivel no grafico da histerese. Uma vez que o declive da curva
de magnetizacao se aproxima de zero, um aumento da intensidade do campo aplicado nao se reflete
numa maior magnetizacao da amostra uma vez que todos os seus dipolos estdo ja alinhados

[140,141].

Saturagio

-
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Intensidade do campo

Figura 3.21 - Grafico de uma curva de histerese, adaptado de [142].
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Conhecendo a natureza dos componentes magnéticos presentes numa amostra a sua massa
pode ser quantificada recorrendo a analise grafica da curva de histerese uma vez que o valor da
magnetizacao das particulas seja conhecido. Uma vez atingido o ponto de saturacdo, o valor da
magnetizacao é proporcional a massa de particulas magnéticas presentes na amostra [140].

Conhecendo simultaneamente a massa da amostra e a massa de particulas magnéticas
presentes na mesma possibilita-se a deducao da proporcao de particulas magnéticas na amostra e

eficiéncia de incorporacao.

3.3.6.2 Condicdes de analise

A andlise foi realizada num magnetdmetro de amostra vibrante MicroSense EZ7-VSM.

Para a obtencao do grafico de histerese foram realizadas medicdes até uma magnetizacéo
maxima de 18000 QOersted (Oe) a temperatura ambiente.

Entre 18000 e 3000 Oe realizaram-se medicdes a cada 1000 QOe, entre 2900 e -2900 Oe a
cada 100 Oe, de -3000 a -18000 Oe a cada 1000 Oe, dos -18000 aos -3000 Oe a cada 1000 Oe,
entre 0s -2900 a 2900 Oe a cada 100 Oe e dos 3000 aos 18000 Oe a cada 1000 Oe.

3.4 Ensaio de degradacao

Realizou-se um ensaio de degradacéo de modo a simular as condicdes encontradas pelas
amostras apos o implante in vivo, acompanhando o processo e a variacao de massa. Para tal,
preparou-se um fluido de simulacdo do plasma humano (SBF do inglés Simulated body fluid), Tabela
3.4, no qual as amostras foram mantidas a temperatura fisioldgica e retiradas em intervalos

regulares.

Tabela 3.4 - Comparacao das concentracdes de varios ides presentes no plasma e em SBF [143].

Concentracdo (mM)
Plasma
oes SBF
Total Dissociado

Na* 142,0 142,0 142,0
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K" 5,0 5,0
Mg?* 1,5 1,0
Ca* 2,5 1,3

Cr 103,0 103,0
HCO, 27,0 27,0

HPO,* 1,0 1,0
S0,” 0,5 0,5

50
1,5
2,5
147,8
4,2
1,0
0,5

3.4.1 Preparacédo da solucdo SBF

0 fluido de simulacao corporal (SBF do inglés Simulated body fluid) foi preparado de

acordo com [143]. Os constituintes foram colocados pela ordem indicada na Tabela 3.5 em 700 mL

de agua ultrapura num recipiente de 1 L mantido sob agitacdo magnética a 37 °C. Cada um dos

constituintes foi adicionado apos a total dissolucdo do componente precedente. Uma vez dissolvidos

na totalidade, o pH foi ajustado pela adicdo de acido cloridrico (HCI) 1 M até se atingir o pH do

plasma, 7,4. A solucao foi depois transferida para um balao volumétrico de 1 L e o seu volume prefeito

através da adicdo de agua ultrapura. Transferiu-se a solucdo para um recipiente apropriado e

armazenou-se a 4 °C. A solucdo possui uma validade maxima de 1 més antes que ocorra alguma

alteracdo da concentracao de ides.

Tabela 3.5 - Reagentes utilizados na preparacao do SBF [143].

Pureza
Reagente Nomenclatura

(%)

NaCl Cloreto de sodio 99,5

Hidrogenocarbonato de
NaHCO, 99,5
sodio
KCl Cloreto de potassio 99,5

Quantidade
(g; mL)

8,04
0,36

0,23

Massa

molecular

(g/mol)
58,44

84,01

74,55
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Fosfato dipotassico

K,HPO,H,0 99,0 0,23 228,22
trihidratado
Cloreto de magnésio
MgCl,6H,0 98,0 0,31 203,30
hexahidratado
HCI (1 M) Acido Cloridrico - 39 -
CaCl, Cloreto de calcio 95,0 0,29 110,98
Na,SO, Sulfato de Sédio 99,0 0,07 142,04
brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i)-2,5- Tris(hidroximetil) 99,0 6,12 121,14

o aminometano
difeniltetrazol

3.4.2 Metodologia de degradacéo

As diferentes amostras (filmes, scaffolds e fibras ndo orientadas, com e sem ferrites de
cobalto) foram cortadas em pequenos pedacos (1 cm?) e as suas massas medidas. Posteriormente
foram colocadas em placas de 12 pocos, aos quais se adicionou um volume de 3 mL de SBF. A
solucao foi substituida semanalmente de modo a manter a concentracdo ionica e pH constantes. As
amostras foram mantidas em atmosfera controlada a 37 °C. Estas foram colocadas simultaneamente
e retiradas em intervalos regulares de 2, 4, 6 e 8 semanas [144-147].

Apds cada tempo definido, as amostras foram retiradas e colocadas a temperatura ambiente
até a total evaporacdo do fluido e as suas massas medidas novamente. As microesferas e fibras
orientadas ndo foram utilizadas, as primeiras devido a impossibilidade de renovar o meio de cultura
sem provocar perda do material, as segundas uma vez que diferem das fibras orientadas unicamente
na orientacao.

Realizaram-se quatro réplicas para cada um dos tempos e para cada tipo de morfologia.

3.5 Ensaio de citotoxicidade

Foi realizado um ensaio de avaliacao indireta de citotoxicidade, adaptado do método padrao
ISO 10993-5 [148]. A citotoxicidade foi avaliada através do calculo da viabilidade celular pelo ensaio
colorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2- iI)-2,5-difeni|tetrazé|io (MTT). O ensaio permite avaliar a
atividade metabolica mitocondrial que reflete o nimero de células viaveis, quantificaveis através da sua

leitura num espetrofluorimetro [149,150].
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3.5.1 Preparacéo dos meios e cultura celular

Preparou-se inicialmente um meio de extracdo (meio em contacto com as diferentes amostras)
por imersao das amostras (discos de 13 mm de diametro) em 500 uL de meio de cultura em placas
de cultura celular de 24 pogos, incubadas durante 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, com 95%
de humidade. Utilizou-se como meio DMEM (do inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco)
com concentracdo de glucose de 1 g/L suplementado com 10% de FBS (do inglés Fetal bovine serum,
Biochrom). Para o controlo positivo utilizou-se uma solucdo de 20% dimetilsulfoxido (DMSO) e para o
controlo negativo meio de cultura celular.

Paralelamente a preparacdo do meio de extracao, realizou-se uma cultura celular pré-
osteoblastica da linha MC3T3-E1. As células foram colocadas em expansao em placas de cultura de
tecidos de 96 pocos com um volume de 100 uL de meio DMEM (Gibco) com concentracao de glucose
de 1 g/L suplementado com 10% de FBS (Biochrom) e uma densidade celular de 2x10* células/mL
durante 24 h. As células foram incubadas sob condicdes estandardizadas, isto é a uma temperatura

de 37 °C em atmosfera com 95% de humidade e 5% de CO,.

3.5.2 Metodologia de avaliacédo da citotoxicidade

Apds a preparacdo paralela do meio de extracdo e da cultura celular indicados no ponto
anterior, o meio da cultura celular foi descartado tendo sido substituido por 100 uL do meio de
extracdo. Apos isso, procedeu-se a incubacdo da cultura durante periodos de 24 he 72 ha 37 °C em
atmosfera com 95% de humidade e 5% de CO,.

Apds cada tempo, o meio foi substituido por um novo meio contendo 10% de solucdo de MTT
(solucao stock contendo 5 mg/mL de MTT em PBS). Depois de incubacao durante 2 h, os cristais de
MTT foram dissolvidos em DMSO e a densidade ética medida a 570 nm [148]. Os resultados foram
obtidos a partir de 4 réplicas por amostra e controlo tendo sido analisada a viabilidade celular e desvio

padrao de acordo com a Equacéo 3.5 [148].

Absorvancia da amostra -
Viabilidade celular (%) = — —x100 Equacao 3.5
Absorvancia do controlo negativo
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Neste capitulo serao apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a analise experimental.
Serao inicialmente apresentados e discutidos resultados relativos a caracterizacao fisico-quimica dos
materiais, os resultados dos ensaios de degradacao dos materiais e por fim os resultados dos ensaios

de citotoxicidade.

Para uma melhor e mais facil interpretacdo dos resultados a nomenclatura das diversas
morfologias tal como a sua composicdo, descricdo e técnicas utilizadas para o seu processamento

estdo listadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Abreviatura, composicdo, descricdo e técnicas utilizadas no processamento dos
diferentes materiais.

Nomenclatura Composicéo Morfologia Técnica
Microesfera PHBV
Microesfera Emulsao o6leo/agua
Microesfera Co PHBYV, CoFe,0,
Filme PHBV
Filme Solvent-casting
Filme Co PHBYV, CoFe,0,
Fibra NO PHBV
Fibras nao orientadas
Fibra NO Co PHBYV, CoFe,0,
Eletrospinning
Fibra O PHBV Fibras orientadas
Fibra O Co PHBYV, CoFe,0,
Scaffold PHBV Solvent-casting/
Scaffold 3D
Scaffold Co PHBYV, CoFe,0, Particulate leaching

4.1 Caracterizacdo morfolégica
A caracterizacdo morfolégica envolve o registo e observacdo detalhada da superficie das
amostras. Adicionalmente, varias carateristicas morfolégicas podem ser determinadas, nomeadamente

0 registo das dimensdes das varias morfologias processadas.

4.1.1 Caracterizacao das microesferas
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Na Figura 4.1A encontra-se apresentada uma imagem da superficie das microesferas de

PHBV obtida por SEM. As microesferas apresentam uma forma esférica com poucas irregularidades

na sua superficie.

Microesfera

Numero de microesferas
D

2
0 I | |

0,4 0,6 0.8 1,0 1,2
Diametro das microesferas (um)

-
IS

e
N

Microesfera Co

"y
o

©

Numero de microesferas

0,6 08 1.0 12
Diametro das esferas (um)

Figura 4.1 - Imagem de SEM das microesferas de PHBV A - sem e C - com ferrites de cobalto; e
respetivos histogramas da sua distribuicdo de tamanhos, B e D.

Através da observacao dos histogramas (Figura 4.1B e D) pode retirar-se elacbes sobre a
distribuicdo. Foram realizadas 50 medicdes, e é possivel observar que os tamanhos das microesferas
obtidas variam entre 0,4 e 1,2 um. No entanto, as microesferas situam-se maioritariamente entre 0,7
e 1,1 um, sendo a média de tamanhos de 0,8 = 0,2 um. Os tamanhos das microesferas com ferrites
de cobalto situam-se entre 0,6 e 1,2 um, verificando-se que a maioria das microesferas encontra-se
entre 0,6 e 1,0 um, com um didmetro médio de 0,8 = 0,2 um.

Verifica-se que a adicao de ferrites de cobalto ndo provocou alteracdo do tamanho médio das
microesferas. O mesmo foi verificado em microesferas poliméricas de PLLA e PVDF com incorporacdo

de particulas similares [93,151].

4.1.2 Caracterizacao dos filmes
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Na Figura 4.2 encontram-se apresentadas as imagens da superficie superior e de corte

transversal dos filmes de PHBV com e sem ferrites de cobalto.

Figura 4.2 - Imagem de SEM de: A - superficie e B - corte transversal do filme de PHBV; e da C -
superficie e D - corte transversal do filme de PHBYV com ferrites de cobalto.

Pode observar-se que nas Figura 4.2A e C a superficie apresenta-se plana com uma textura
lisa repleta de pequenas porosidades superficiais devido a evaporacdo do solvente.

Na Figura 4.2B e D verifica-se que o interior do filme é¢ homogéneo e sem defeitos
aparentes. Pode verificar-se que o filme é sélido e ausente de porosidades.

Na Figura 4.2C e D a presenca de ferrites de cobalto pode ser observada tanto na imagem
superficial como no corte. As particulas apresentam uma distribuicdo uniforme e dispersa pela matriz
do filme sem a presenca de aglomerados, adicionalmente aparenta estar totalmente cobertas por uma
fina camada de polimero.

A espessura média para o filme de PHBV ¢é de 31,3 = 0,9 um e para o filme de PHBV com
ferrites de cobalto de 33,2 = 1,0 pm.
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As observacdes feitas sdo concordantes com a bibliografia uma vez que mais do que uma vez
ja foi reportado que o polimero, quando processado segundo a técnica referida no capitulo anterior

(3.2.1), origina filmes solidos ausentes de porosidades [87].

4.1.3 Caracterizacao das fibras

Na Figura 4.3 encontram-se apresentadas imagens da superficie das fibras de PHBVY
processadas por eletrospinning juntamente com os histogramas das respetivas distribuicoes de
tamanhos.

As fibras No e O (Figura 4.3A e C) apresentam uma superficie lisa e homogénea. A
superficie das fibras NO Co (Figura 4.3E) e das fibras O Co (Figura 4.3G) apresenta uma
superficie rugosa e texturizada, tal pode ser atribuido a presenca de ferrites de cobalto na sua
superficie. Na Figura 4.3E pode verificar-se a presenca de aglomerados de ferrites de cobalto. As
ferrites de cobalto, a excecao dos aglomerados, ndo sao visiveis superficialmente tendo ficado cobertas
pelo polimero. As fibras NO (Figura 4.3A) e NO Co (Figura 4.3E) apresentam uma orientacao
aleatoria sem a presenca notdria de fibras quebradas. Nos casos das fibras O (Figura 4.3C) e O Co

(Figura 4.3G), as fibras apresentam um alinhamento paralelo como previsto.

N

Fibra NO

- -
o

Numero de fibras

5 30 35 40 45 50 55 6,0
Diametro das fibras (um)

NO N B O @
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Fibra O
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Figura 4.3 — Imagem de SEM das fibras: A - Fibra NO; C - Fibra O; E - Fibra NO Co e G - Fibra O
Co, e respetivos histogramas da distribuicao de diametros das fibras B, D, F e H.

As fibras NO apresentam um didametro entre 3,5 e 5,5 um, com um diametro médio de 4,4 =+
0,6 um. O diametro médio das fibras O (1,7 = 0,2 um) € inferior ao das fibras NO, com valores de
fibras entre 3,5 e 5,5 um. As fibras NO Co situam-se entre 3 e 6 um com um diametro médio de 4,4
+ 0,7 um. Como aconteceu com as fibras O, as fibras O Co apresentam um didametro médio inferior
ao das fibras NO Co (1,4 = 0,5 um), com valores entre 0,8 e 1,2 um e também entre 1,8 e 2 um.

Pela observacdo dos histogramas representativos da distribuicado de tamanhos das fibras de

PHBV verifica-se inicialmente um menor didametro médio das fibras orientadas comparativamente as
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fibras ndo orientadas. Tal efeito pode ser atribuido ao processo de estiramento causado pela rotacéo
do coletor no momento do seu processamento. Considerando que o aumento da distancia entre
agulha e coletor aumenta a cristalinidade e o estiramento causa alinhamento das cadeias moleculares
ao longo do eixo da fibra [152-155].

A distribuicdo de tamanhos foi também maior no caso de fibras NO e fibras NO Co cujo
tamanho oscila em aproximadamente 3,5 pm.

Comparando os casos de fibras com e sem particulas magnéticas ndo se verificam diferencas
notdrias relativamente ao didametro médio bem como a distribuicdo de tamanhos. A presenca de
particulas com uma concentracdo de 10% (m/m) ndo provoca alteracdes morfologicas notdrias
durante o processamento.

A ligeira diferenca de tamanho entre os didametros das fibras com e sem ferrites de cobalto
pode ser explicado pela maior condutividade devido a presenca das particulas aumentar a velocidade
de projecao das fibras. Um fator com influéncia no diametro das fibras [96].

Dada uma aplicacdo em engenharia de tecidos como suporte celular tridimensional, menor
diametro médio das fibras seria mais adequado, especialmente no caso das fibras ndo orientadas.
Menores diametros permitem uma melhor fixacdo das células ao suporte devido a uma relacao de
tamanhos mais vantajosa [156]. Ultimamente, o objetivo seria o mimetismo das carateristicas da
matriz extracelular, cujos didmetros rondam a escala nanométrica [157].

Futuramente poderiam ser produzidas fibras com tamanhos menores pela otimizacdo das

condicOes de processamento e carateristicas da solucao processada [156,158].

4.1.4 Caracterizacao dos scaffolds
Na Figura 4.4 encontra-se apresentada uma imagem de um corte transversal dos scaffolds

obtidos e respetivos histogramas.
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Figura 4.4 - Imagem de SEM do corte transversal do A - Scaffold e C - Scaffold Co, e respetivos
histogramas da distribuicao de tamanhos dos poros, B e D.

Primeiramente, pela observacdo da Figura 4.4 nao se verifica a presenca de ferrites de
cobalto, facto que aponta para uma distribuicdo uniforme das particulas pelo scaffold, totalmente
revestidas e ausente de agregados. Este tipo de estrutura apresenta elevada porosidade e conexdo
interporos, carateristicas desejaveis para a aplicacdo como suporte em engenharia de tecidos uma vez
que permitem a circulacao livre de fluidos e células pelo scaffold e uma boa adesao celular [9,157].

As particulas de sal sofreram dissolucdo na sua totalidade nao se verificando a sua presenca
no scaffold apés a lavagem.

Pela analise dos histogramas, Figura 4.4A e C, verifica-se a presenca de poros de dimensao
entre 100 e 1200 pm. O tamanho médio dos poros do scaffold situa-se entre 200 e 800 um, com
tamanho médio de 605 + 232 um. O scaffold Co apresenta poros de dimensdo média entre 150 e
250 pm, com tamanho médio de 232 + 73 um. Diametros relativamente maiores do que os indicados
pela empresa para o tamanho médio das particulas de sal, entre 262 e 360 um, que podem ser
atribuidos a uma ligeira contracdo do polimero durante o processo de evaporacao do solvente. Os

poros apresentam um diametro inferior ao 6timo para cultura de células ¢sseas, >300 um [159].
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4.2 Avaliacao da molhabilidade
A molhabilidade das diversas amostras foi avaliada. O ensaio realizou-se pela medicdo do
angulo de contacto através do método da gota séssil. Os resultados da medicdo encontram-se

representados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Angulos de contacto medidos para as varias amostras (média + desvio padréo).

Filme Fibras Fibras Fibras O ScaffoldC
Filme Fibras O Scaffold
Co NO NO Co Co 0
90 96 125 128 103 119 97 106
+ + + + =+ + + +
12° 4° 2° 2° 11° 5° 13° 9°

Pela analise dos angulos de contacto, verifica-se que todas as superficies apresentam um
angulo superior a 90°, sendo por isso consideradas hidrofobicas [106]. As amostras com ferrites de
cobalto apresentaram valores ligeiramente superiores as amostras sem ferrites de cobalto. Tal facto
deve-se provavelmente & presenca de particulas na superficie que lhe conferem uma microestrutura,
sendo um aspeto importante das propriedades de molhabilidade [160]. As fibras apresentam o
comportamento mais hidrofébico de todas, com valores de 128 + 2° contrariamente aos filmes
poliméricos com valores de 90 = 13°. A diferenca entre as varias amostras pode ser explicada pelas
diferencas morfolégicas entre as mesmas, como area superficial e de contacto. Para aplicacdes
bioldgicas, onde é de interesse a adesao de proteinas e células, sao aconselhaveis angulos de contacto

inferiores, da ordem dos 60 - 70° [161,162].

4.3 Avaliacédo das propriedades fisico-quimicas

Apds a avaliacdo da morfologia e molhabilidade das diferentes estruturas nas quais o polimero
PHBV foi processado, foi efetuada a avaliacdo das suas propriedades fisico-quimicas de modo a
verificar se os diferentes métodos de processamento induziram alteracdées na estrutura quimica do

polimero e nas suas propriedades térmicas.

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho
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A analise do espetro infravermelho e consequente determinacdo dos picos de absorcao e
comparacdo com valores bibliograficos de referéncia permite determinar se o processamento do
material provocou alteracbes nas suas ligacdes quimicas.

Na Figura 4.5 estdo apresentadas as curvas de infravermelho obtidas para as diferentes
morfologias.

Tal como se pode visualizar pela Figura 4.5, os diferentes métodos de processamento nao
alteraram as propriedades quimicas do polimero. Além disso, comparando a Tabela 2.2 com os
espetros obtidos para as diversas morfologias, as bandas carateristicas do polimero foram
identificadas, 826 — 979 cm™ e 1227 - 1478 cm” correspondente & vibracdo C-H, 1057 cm™*, 1133

cm™ e 1183 cm™ correspondentes a vibracdo C-O [82].
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Figura 4.5 - Espetros de infravermelho das diferentes morfologias de PHBY com e sem Co: A -
microesferas, B - filmes, C - fibras orientadas e nao orientadas e D - scaffolds.

4.3.2 Calorimetria diferencial de varrimento
A anadlise dos termogramas de DSC permite compreender se o processamento dos polimeros

nas diversas morfologias provocou alteracao das suas propriedades térmicas.
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Na Figura 4.6 estao representados os termogramas obtidos para as diferentes morfologias

de PHBV.
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Figura 4.6 - Termogramas obtidos para as diferentes morfologias de PHBY com e sem Co A -
microesferas, B - filmes, C - fibras orientadas e nao orientadas e D - scaffolds.

Na Tabela 4.3 encontram-se sumarizadas as principais propriedades térmicas obtidas pela
analise dos respetivos termogramas.

Analisando a Tabela 4.3 ¢ possivel observar que a temperatura de fusdo nao sofreu
alteracao significativa, quer entre a utilizacdo de polimero puro ou compdsito quer com o método de
processamento. No entanto, os compdsitos apresentaram em todos os casos, a excecao das
microesferas, uma temperatura superior a do polimero puro. A maior variacao verifica-se no scaffold
Co com uma magnitude de 4,5 °C. Por outro lado, a entalpia de fusdo sofreu variacdo mais notoria. Os
compositos apresentam uma reducao mais marcada relativamente ao polimero puro. Em alguns casos
chegando a uma reducdo de 31 °C. A percentagem de cristalizacdo demonstrou diminuir com a
presenca de particulas magnéticas. A diferenca é bastante notéria chegando a ordem dos 28%. Era

esperada uma diminuicao dos valores uma vez que é ja referenciado que a presenca de particulas

64



Capitulo 4 — Resultados e discussao

numa matriz polimérica impede a formacao de cristalites de maiores dimensdes levando a reducao

verificada [87,163].

Tabela 4.3 - Propriedades térmicas das diversas morfologias de PHBV.

Morfologia T, (°C) AH, (J/g) X, (%)
Filme 174 82 56
Filme Co 177 70 48
Fibras NO 175 98 67
Fibras NO Co 177 67 46
Fibras O 177 65 45
Fibras O Co 179 79 54
Microesfera 175 57 39
Microesfera Co 174 57 39
Scaffold 177 63 43
Scaffold Co 182 61 42

Pela observacdo dos termogramas nao se verifica uma alteracao notdria das propriedades
térmicas entre a utilizacdo de polimero ou polimero com particulas magnéticas.

Pode-se assim concluir que a presenca de 10% (w/w) de particulas magnéticas, assim como
os diferentes métodos de processamento, nao provocam nenhuma influéncia notéria nas propriedades

térmicas do polimero.

4.3.3 Termogravimetria analitica

A andlise termogravimétrica permite seguir a alteracdo da massa da amostra como
consequéncia da alteracdo da temperatura. Adicionalmente, pode determinar-se diversos parametros
relativos a degradacéo térmica da amostra.

Na Figura 4.7 encontram-se representadas as curvas de perda de massa obtidas para as

diferentes morfologias de PHBV com e sem ferrites de cobalto.
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Figura 4.7 - Curvas de perda de massa obtidas para as diferentes morfologias de PHBV com e sem
ferrites de cobalto A - Microesferas, B - Filmes, C - Fibras orientadas e n&o orientadas e D - Scaffolds.

Na Tabela 4.4 encontram-se sumarizadas as temperaturas refentes a curva de degradacéo
térmica das varias morfologias. Apresenta-se também a percentagem de massa perdida durante o
processo.

Pela analise da tabela pode verificar-se que a temperatura inicial e final de degradacao ¢
menor na presenca de ferrites de cobalto. Isto deve-se provavelmente a conducao térmica superior das
particulas presentes ou a maior estabilidade térmica consequente da menor percentagem de
cristalizacédo [164,165].

A variacdo da temperatura inicial e final ndo demonstrou ser significativamente diferente entre
as diversas morfologias. As variacdes podem ser atribuidas as diferentes morfologias possuirem areas
superficiais diferentes melhorando a conducdo térmica na amostra ou ao efeito da cristalinidade na
estabilidade térmica. A degradacao ocorreu num intervalo curto de temperaturas rondando em média
os 19 °C.

A perda de massa vai novamente de encontro ao previsto. No caso das morfologias de

polimero puro esta é proxima dos 100%. No caso dos compositos, esta ronda os 90% uma vez que as
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particulas magnéticas, que representam 10% da massa total, ndo se degradam no intervalo de

temperatura da analise [166,167].

Tabela 4.4 - Temperaturas e percentagem de massa perdida no processo de degradacdo térmica
para as diferentes morfologias.

Massa

Morfologias T, (°C) T (°C) T; (°C) Tmax (°C) perdida
(%)
Filme 277 24 301 299 98
Filme Co 259 16 275 276 89
Fibra NO 279 24 303 294 99
Fibra NO Co 263 13 276 271 90
Fibra O 288 16 304 296 99
Fibra O Co 260 16 276 268 90
Microesfera 213 35 247 241 98
Microesfera Co 261 20 281 271 92
Scaffold 275 14 290 286 98
Scaffold Co 255 17 272 265 89

4.3.4 Magnetometria de amostra vibratéria
A analise das propriedades magnéticas permite inicialmente observar a curva de histerese das
particulas magnéticas determinando assim as suas propriedades magnéticas. Através da analise da
magnetizacdo pode determinar-se a quantidade de particulas magnéticas, ferrites de cobalto,
presentes na amostra. A partir dessa informacdo é possivel deduzir a percentagem de particulas
presentes na amostra obtida, demonstrando a eficiéncia de encapsulacao/incorporacao das particulas.
Na Figura 4.8 encontra-se representada a curva de histerese das ferrites de cobalto puras.

A magnetizacdo de saturacao é de 40 emu/g, e verifica-se um comportamento ferromagnético.
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Figura 4.8 - Curva de magnetizacédo das ferrites de cobalto puras.

Na Figura 4.9 encontram-se representadas as curvas de histerese obtidas para as diferentes

morfologias de PHBY com Co.
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Figura 4.9 — Curvas de histerese obtidas para as diferentes morfologias de PHBV com Co: A -
microesferas, B - filme, C - fibras orientadas e n&do orientadas e D - scaffolds.

Pela analise inicial das curvas de histerese observa-se um comportamento ferromagnético e
uma curva similar a obtida para as ferrites de cobalto puras. A magnetizacdo de saturacdo das ferrites

de cobalto puras é de 40 emu/g, aproximadamente 10X superior & magnetizacdo de saturacao das
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amostras compositas. Os valores vdo de encontro ao esperado uma vez que as ferrites de cobalto
representam 10% da massa total das amostras.

A percentagem de ferrites de cobalto detetada na amostra aponta para uma elevada eficiéncia
de encapsulacdo. Em algumas amostras a percentagem de ferrites de cobalto determinada é superior
a 10%, no entanto os valores encontram-se dentro do limite do erro do aparelho, aproximadamente 2%.
A diferenca entre a percentagem de ferrites de cobalto nas varias morfologias pode ser atribuida as
diferentes condicdes a que o material esta sujeito durante o processamento, que podera permitir
maior perda ou aglomeracao de ferrites de cobalto.

Na Tabela 4.5 encontra-se sumarizado a magnetizacdo maxima para cada uma das

amostras e a percentagem de ferrites incorporada.

Tabela 4.5 - Magnetizacdo e grandezas associadas para as diferentes morfologias de PHBV.

Massa Percentagem
Morfologias Magnetizacdo  Massa ferrites
amostra ferrites
(emu) (g)

(g) (%)
Filme Co 8x10° 2x10° 1x10° 14
Fibras NO Co 4x10° 9x10° 8x10* 12
Fibras O Co 7x10° 2x10° 1x10° 13
Microesfera Co 8x10? 4x107 2x10? 9
Scaffold Co 7x10° 2x10* 2x10° 10

4.4 Estudo da degradacéo in vitro

O estudo de degradacdo permite uma previsdo rebuscada do comportamento das diversas
morfologias durante o processo. A massa da amostra foi medida ao longo do processo de modo a
avaliar a sua variacao. Através da informacao recolhida construiu-se os graficos da Figura 4.10 que

relacionam a perda de massa com o tempo de degradacao.

69



Capitulo 4 — Resultados e discussdo

A

7 . .
3,0x10 « Fime Co * * FibraCo =
. . -
- * Filme - 000 - = Fibra
< 20x107 e ", .
g § -2,50x10° .
© 7] @
£ 1,0x10 £ . -
° B . o -5.00x10
-] -] .
© 0,04 . ' ©
g g -7,50x10°
L
o , o .
-1,0x107 . .
- - - - - - - -1,00x10 - - - - - - - - -
2 3 4 5 6 7 8 4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (Semana) Tempo (Semana)
C3,60x10"
. + Scaffold Co
= Scaffold
6
3 2,40x10
<
& 1.20x10°
7]
© .
£ 000f . .
S . .
N N 6
8 -1.20x10 . .
]
8- _2.40x10° * .

4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (Semana)

Figura 4.10 - Grafico de perda de massa das diversas morfologias em SBF, A - Filmes com e sem
Co, B - Fibras com e sem Co e C - Scaffolds com e sem Co.

Pela analise dos graficos de perda de massa, verifica-se inicialmente um aumento da massa,
isto € uma perda de massa negativa. Foi tomado o cuidado de medir as massas unicamente apods a
total evaporacédo do fluido de degradacdo. O aumento pode ser atribuido & presenca de solucao ou
componentes da solucdo inseridos na matriz polimérica. Apos a sexta semana comeca a verifica-se
alguma perda de massa, com a excecao do scaffold.

Visualmente, pela observacéo direta das amostras da Figura 4.11 n&o foram verificadas
mudancas aparentes no aspeto da morfologia durante as primeiras 4 semanas. Durante as semanas 6
e 8, todas as amostras demonstraram uma degradacdo aparente. As fibras apresentaram a
degradacdo mais pronunciada verificando-se, ja na semana 4, uma perda da consisténcia
mecanica/fisica. Seguiram-se os scaffold e depois os filmes. A degradacdo acelerada pode ser
atribuida a elevada area superficial das amostras facilitando o ataque do solvente e remocéo das

porcoes soluveis.
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] 2 a 6 8

Figura 4.11 - Evolucéo das diversas morfologias durante o ensaio de degradacao, A - Filme, B -
Filme Co, C - Fibra NO, D - Fibra NO Co, E - Scaffold e F - Scaffold Co, os numeros
representam o tempo (semanas) de exposicao ao SBF.

Através da observacdo das amostras nao foi observada diferenca notdria entre as morfologias
poliméricas ou compdsitas, concluindo-se assim que a presenca de ferrites de cobalto ndo influenciou
0 processo de degradacdo. Embora nao observada, pode ocorrer alguma diferenca uma vez que o
processo de degradacdo é influenciado pelo grau de cristalinidade e este, por sua vez, pela presenca
de particulas no interior do material [168,169].

Os dados observados sao consistentes com o mecanismo de degradacdo do polimero.

4.5 Avaliacao da citotoxicidade
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0 ensaio de citotoxicidade indireta permite avaliar se ocorre alteracao da viabilidade celular
quando em contacto com os diversos materiais. Realizou-se um ensaio indireto por periodos de 24 h e
72 h, sendo a viabilidade posteriormente avaliada por MTT e comparada com o controlo.

A Figura 4.12 representa os valores de viabilidade celular referentes a cada uma das

amostras, relativamente ao controlo negativo.
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Figura 4.12 - Ensaios de viabilidade celular com as células MC3T3-E1 apds 24 e 72 h em contacto
com meio exposto as diversas amostras.

Pela analise do histograma verifica-se que, a excecao do scaffold, todas as amostras passaram no
ensaio de citotoxicidade, apesentando valores de viabilidade celular superiores a 70%. Esta diferenca
pode ser atribuida a presenca de residuos de solvente que devido a forma porosa do scaffold se liberta
com maior dificuldade relativamente as outras amostras.

A presenca de ferrites de cobalto foi acompanhada por um aumento da viabilidade celular
relativamente a algumas amostras sem ferrites. O aumento é negligenciavel e pode atribuir-se a uma
flutuacdo natural dos resultados devido a presenca de maior numero de células uma vez que as
ferrites de cobalto apresentam elevada citotoxicidade para sistemas biologicos [170,171].

Pode assim concluir-se que as ferrites foram encapsuladas com eficiéncia, encontrando-se

cobertas por uma camada de polimero evitando assim a contaminacao do meio de cultura.
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Alguma flutuacdo dos valores das diversas amostras relativamente ao controlo é esperada

uma vez que se trata de organismos bioldgicos, possuindo assim alguma variabilidade inerente.
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Primeiramente, pode concluir-se que os diversos objetivos propostos inicialmente foram
cumpridos.

Verificou-se inicialmente, pela analise morfolégica, que as diversas morfologias apresentaram
uma superficie lise e ausente de imperfeicdes. No caso dos materiais compositos foi possivel observar
a presenca de ferrites bem dispersas na matriz polimérica, ndo se verificando a sua exposicdo nas
superficies exteriores indicando assim um bom recobrimento.

As microesferas apresentam uma superficie regular e formato esférico com didmetro médio de
0,8 £ 0,2 um para ambas as microesferas concluindo-se assim que a adicao de 10% de ferrites de
cobalto nao provocou alteracao do tamanho.

Os filmes apresentaram uma estrutura sélida e compacta ausente de porosidades com uma
espessura média de 31,3 = 0,9 um e 33,2 = 1,0 um para os filmes com e sem ferrites de cobalto,
respetivamente. Nao se verificou diferenca notéria entre o filme composito e o filme polimérico com a
adicdo de 10% de ferrites de cobalto.

As fibras apresentaram diametro elevado relativamente ao tamanho étimo para aplicacdes em
engenharia de tecidos. Obtiveram-se fibras orientadas com didmetros de 4,4 = 0,6 um e 4,4 = 0,7
um (com ferrites de cobalto), e nao orientadas com didametros entre 1,7 = 0,2 um e 1,7 = 0,5 um
(com ferrites de cobalto). A adicdo de 10% de ferrites de cobalto ndo provou alteracdo notoria nos
diametros médios das fibras, no entanto os diferentes coletores produzem efeitos pronunciados no
diametro das fibras.

Os scaffolds apresentaram reduzida interconexdo entre os poros e um tamanho de poros
elevado no caso do scaffold polimérico e reduzido no caso do compdsito 605 + 323 um e 232 = 73
pm, respetivamente.

Avaliou-se a molhabilidade através da medicdo do angulo de contacto, todas as morfologias
apresentam um comportamento hidrofébico, 8 > 90° variando desde 90° para os filmes a 128° para
as fibras NO Co. Verificou-se que a presenca de 10% de ferrites aumenta a hidrofobicidade das
amostras.

Relativamente a analise fisico-quimica verificou-se que o processamento do material ndo causa
alteracoes significativas das propriedades fisico-quimicas e térmicas.

Pela analise de FTIR verificou-se a presenca das bandas carateristicas do polimero, 826 - 979

cm’ e 1227 - 1478 cm™ correspondentes ao grupo C-H e 1057 cm?, 1133 cm™ e 1183 cm relativas
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ao grupo C-0. A inclusdo de 10% de particulas, tal como as varias técnicas de processamento
utilizadas nao provocaram alteracao da estrutura quimica das amostras.

A analise térmica nao revelou grandes alteracdes das propriedades do polimero com o
processamento no que respeita a T, com valores entre 174 e 182 °C, AH,,, entre 57 e 98 J/g, X,
entre 39 e 57%, T, entre 255 e 288 °C, T; entre 272 e 305 °C e T, entre 270 e 300 °C, a massa
perdida ronda valores dos 90% para as amostras com ferrites de cobalto (10%) e 100% para as
poliméricas. A adicao de ferrites de cobalto, 10%, é acompanhada de um aumento da T, e reducéo da
AH, X, T, T e T, ..

Pode deduzir-se pela analise das propriedades magnéticas que as particulas magnéticas, 10%,
foram inseridas na matriz polimérica com elevada eficiéncia, como demonstrado pela quantificacéo
instrumental das particulas entre 9 e 14%.

Durante o ensaio de degradacdo, as amostras nao revelaram nenhuma alteracado morfolégica
e de massa notdria até as 6 semanas. A partir da semana 6 foram observadas mudancas tanto
morfolégicas como de massa verificando-se perda das propriedades mecanicas (amostras perdiam
consisténcia mecanica, observado visualmente).

Todas as amostras obtiveram valores de viabilidade celular superiores a 70% considerando-se
por isso que as amostras nao apresentam citotoxicidade, podendo ser utilizadas em aplicacdes de

engenharia de tecidos.
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A presente dissertacdo constitui um trabalho de investigacao inicial que visa o processamento
de um polimero biocompativel, bioativo e biodegradavel, o PHBY, sob diversas morfologias. A alteracdo
das propriedades fisico-quimicas com o processamento foi avaliada assim como a resposta citotdxica e
a degradacao in vitro.

Fica inicialmente por explorar o efeito do estimulo elétrico produzido pelos scaffolds em
culturas celulares estaticas e dinamicas recorrendo a utilizacao de um biorreactor

Tendo em consideracdo os trabalhos realizados e os resultados obtidos, as sugestbes
posteriormente mencionadas visam o melhoramento das propriedades das morfologias para futura
aplicacao em engenharia de tecidos.

Dada a aplicacao, pode através da otimizacao das condicoes de processamento das fibras
reduzir o diametro das fibras melhorando a resposta celular as mesmas.

A conexao interporos & uma condicdo importante dos scaffolds porosos, o melhoramento do
parametro é possivel através da fusao prévia do porogénio.

Com o intuito de melhorar/aumentar/estimular a resposta celular as diversas morfologias,
uma diversidade de materiais pode ser incorporada na matriz polimérica. A incorporacdo de
hidroxiapatite para estimulacdo dos processos de calcificacdo e estimulacdo da diferenciacao celular.
Adicionalmente, é possivel a incorporacdo de farmacos ou sinalizadores quimicos indutores dos
processos de diferenciacdo na matriz, ou estes podem ser incorporados em particulas que podem
posteriormente ser inseridas no polimero previamente ao processamento. A adicdo de proteinas
mediadoras da adesao celular é também uma possibilidade.

A possibilidade de incorporacao de componentes nas diversas morfologias e os seus efeitos no
processamento e propriedades fisico-quimicas do scaffold ¢ um tema com grande potencialidade para
futura exploracéo.

A hidrofobicidade do scaffold é um fator importante para aplicacdes em engenharia de tecidos,
esta pode ser alterada através de diversos tratamentos de superficie de modo a melhorar a resposta
celular.

Outro especto a ser investigado é o ajuste da degradabilidade dos suportes uma vez que estes
devem degradar a um ritmo paralelo ao da formacdo de tecido de modo a que este seja
progressivamente substituido por novo tecido. O ajuste pode ser feito através da alteracdo da multitude
de parametros que influenciam a degradabilidade do material.

Fica por investigar também a forma como as propriedades das morfologias alteram durante o

processo de degradacdo e qual a resposta celular. Seria importante/interessante a analise das
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propriedades fisico-quimicas e ensaios de citotoxicidade a varios estados durante o processo de

degradacao.
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