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Resumo

Os materiais eletroativos, nomeadamente os polimeros eletroativos piezoelétricos, tém
sido utilizados no desenvolvimento de scaffolds para regeneracao muscular pois conseguem
mimetizar o ambiente biolégico do tecido através de estimulos eletromecanicos. O polimero
piezoelétrico poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) € um material muito promissor para a engenharia

de tecidos devido a sua eletroatividade e biocompatibilidade.

A utilizacao de liquidos ionicos (ILs) biocompativeis como o cloreto (Cl) de 1-butil-3-
metilimidazélio (Bmim), ([Bmim][Cl]), e o dihidrogenofosfato (DHP) de 2-hidroxietil-trimetilamdnio
(colina), ([Ch][DHP]), é ja uma realidade em engenharia de tecidos. Os ILs apresentam uma
grande estabilidade térmica, quimica e eletroquimica, uma baixa pressao de vapor e uma
elevada condutividade i6nica. A incorporacédo de ILs permite combinar um polimero electroativo
com um sal ionico, e desta forma obter um material electroactivo idnico que conjugue o efeito
piezoelétrico do polimero com as cargas ionicas do IL. Atualmente, este tipo de compdsitos €
utilizado em diversas aplicacdes tecnologicas, tal como em sensores, atuadores, baterias, entre

outros.

No presente trabalho, foram desenvolvidos filmes compésitos PVDF/[Bmim][Cl] e
PVDF/[Ch][DHP] com diferentes concentracdes de IL (10, 20 e 40% (p/p)) para regeneracao de
tecido muscular. Os filmes compositos foram avaliados a nivel das suas propriedades
morfolégicas, fisico-quimicas e térmicas. A sua potencialidade como suportes para engenharia

de tecidos foi avaliada através de ensaios de citotoxicidade e proliferacéo celular.

Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que a incorporacdo dos ILs
[Bmim][CI] e [Ch][DHP] ndo s6 melhora a condutividade elétrica, como induz a cristalizacdo do
filme de PVDF na fase (. Os estudos de degradacédo térmica mostram que a introducéo de
[Bmim][CI] diminui a estabilidade térmica dos compositos. J& a adicdo do IL [Ch][DHP] aumenta
a estabilidade térmica dos compositos, uma vez que se verifica um ligeiro aumento da

temperatura inicial de degradacao de 447,0 para 453,8 °C.

Finalmente, foi avaliada a citotoxicidade, de onde se concluiu que, os filmes compositos,
a excecao do 10% [Bmim][Cl], ndo sao citotoxicos para as células. Além disso, promovem a
adesdo e proliferacdo celular. Assim sendo, foi demonstrado que a utilizacao de filmes
compésitos PVDF/[Bmim][CI] e PVDF/[Ch][DHP] sdo uma estratégia promissora na regeneracao

muscular.






Abstract

Electroactive materials and, in particular, piezoelectric polymers, have been used in the
development of scaffolds for muscle regeneration, due to their ability to mimic specific biological
environments through electrical stimulation. Poly(vinylidene fluoride) (PVDF) is a interesting

polymer for tissue engineering applications due to its electroactivity and biocompatibility.

The use of biocompatible ionic liquids (ILs) in tissue engineering, such as 1-butyl-3-
methylimidazolium chloride ([Bmim][CI]) and 2-hydroxyethyl-trimethylammonium
dihydrogenphosphate ([Ch][DHP]), is already a reality. ILs exhibit high thermal, chemical and
electrochemical stability, low vapor pressure and high ionic conductivity. The incorporation of ILs
in a polymer matrix allows to combine the piezoelectric effect of the polymer with the ionic
charge of the IL. This type of materials is used in different applications, such as sensors,

actuators, batteries, among others.

In the present work, PVDF/[Bmim][CI] and PVDF/[Ch][DHP] composite films were
produced with different IL concentrations, 10, 20 and 40% (w/w), for muscle tissue regeneration.
The morphological, physico-chemical and thermal properties of the composite films were
analyzed. Their potential as scaffolds for tissue engineering was evaluated by cytotoxicity and cell

proliferation assays.

It was verified that the incorporation of the IL [Bmim][Cl] and [Ch][DHP] not just
improves the electrical conductivity but also induces the crystallization of PVDF in the 3 phase.
Thermal degradation studies show that the introduction of [Bmim][CI] decreases the thermal
stability of the composites. Contrary, the addition of the IL [Ch][DHP] increases the thermal
stability of the composites, leading to an increase of the degradation temperature from 447,0 to

453,8 °C.

Finally, cytotoxicity was evaluated, concluding that the composite films, with the
exception of 10% (w/w) [Bmim][Cl], are not cytotoxic to the cells and promote cell adhesion and
proliferation. Therefore, it was demonstrated that the use of PVDF/[Bmim][CI] and

PVDF/[Ch][DHP] composite films is a promising platform for muscle regeneration strategies.

Vi
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Capitulo 1 - Introducao







Capitulo 1 - Introducao

1.1 Enquadramento

As lesdes traumaticas e as distrofias musculares afetam as células musculares
esqueléticas por perda e fraqueza progressiva das suas funcdes, deixando os pacientes com
mobilidade reduzida e menor qualidade de vida. Para superar estas limitacdes, o ser humano
viu-se desde sempre forcado a procurar, desenvolver e a aperfeicoar novas formas de tratamento
que, de forma independente ou combinadas com outras estratégias terapéuticas, sejam menos
prejudiciais e mais eficazes. Inicialmente, surgiram as préteses e os implantes para substituir
membros amputados. A ciéncia foi evoluindo, assim como as técnicas cirurgicas, permitindo o
tratamento e a reconstrucao de tecido muscular, através da transplantacdo. Porém, as
desvantagens inerentes, como a biodisponibilidade, a transmissdo de doencas e a alta

suscetibilidade a infecoes, despoletaram a procura de alternativas mais viaveis.

A engenharia de tecidos, devido a sua multidisciplinaridade, surge como uma estratégia
inovadora, uma vez que pode combinar células, estimulos externos e scaffolds para reparar ou
substituir tecidos/orgdos. No entanto, consoante o tipo de tecido a regenerar, existem
determinadas propriedades mecanicas, estruturais e bioquimicas que tém de ser mantidas para
garantir uma boa interacdo material-célula. O sucesso depende em grande medida do suporte

celular utilizado.

Os materiais eletroativos, nomeadamente os polimeros eletroativos, sdo a classe de
materiais com maior potencial no desenvolvimento de scaffolds para regeneracdo muscular pois,
conseguem mimetizar o ambiente biologico do tecido através de estimulos eletromecanicos.
Além disso, podem ser sintetizados com morfologia semelhante a da célula muscular, por
exemplo sob a forma de fibras orientadas. O polimero piezoelétrico poli (fluoreto de vinilideno)
(PVDF) € um material muito promissor para a engenharia de tecidos devido a sua eletroatividade

e biocompatibilidade.

Os liquidos i6nicos (do inglés Jonic liguids, ILs) apresentam uma grande estabilidade
térmica, quimica e eletroquimica, uma baixa pressao de vapor e uma elevada condutividade
ionica. A incorporacao de ILs permite combinar um polimero electroactivo com um sal iénico, e
desta forma obter um material electroativo i6nico que conjugue as propriedades piezoelétricas do
polimero com as cargas ionicas do IL. Este tipo de materiais compdsitos sao atualmente
utilizados em diversas aplicacdes tecnoldgicas, tais como em separadores de baterias, sensores

e atuadores.



1.2 Objetivos

Esta dissertacao teve como principal objetivo o desenvolvimento de materiais eletroativos
ionicos para engenharia de tecido muscular. Durante a execucao do trabalho objetivou-se

cumprir as seguintes tarefas:

e Producdo de filmes PVDF e filmes compositos PVDF/[Bmim][Cl] e
PVDF/[Ch][DHP] com diferentes concentracoes de IL (10, 20 e 40% (p/p)) através
do método de solvent casting;

e (Caracterizacao dos filmes a nivel estrutural, fisico-quimico e térmico;

e Avaliacdo da condutividade elétrica dos filmes compésitos;

e Avaliacdo da citotoxicidade dos filmes desenvolvidos;

e Avaliacdo da influéncia destes biomateriais na resposta celular (adesado e

proliferacao celular) em condicdes estaticas.

1.3 Organizacao da dissertacao

A tese esta organizada em cinco capitulos: Introducao, Estado da Arte, Materiais e

Métodos, Resultados e Discussao e Concluséao.

No primeiro capitulo é feito um pequeno enquadramento tedrico do trabalho executado.
De seguida, é descrita a motivacao para a realizacdo do trabalho assim como o0s objetivos

propostos e a estrutura da dissertacao.

0 segundo capitulo apresenta uma pesquisa bibliografica das areas nas quais o trabalho
se insere. Este esta dividido em varios subcapitulos que apresentam os conceitos relativos a
engenharia de tecidos, biomateriais, polimeros piezoelétricos, com especial énfase no polimero

utilizado, o PVDF, e liquidos ionicos.

No terceiro capitulo sao apresentados os materiais, reagentes e solventes utilizados na
preparacao de amostras e descritos os procedimentos experimentais adotados na preparacao e
caracterizacdo das mesmas. Adicionalmente, é também apresentada uma breve descricdo
tedrica de cada uma das técnicas de caracterizacao utilizadas. As metodologias relativas aos

ensaios de citotoxicidade e proliferacao celular encontram-se descritas na parte final do capitulo.



Capitulo 1 - Introducao

No quarto capitulo sado apresentados e discutidos os resultados experimentais

consequentes da caracterizacao dos materiais e dos ensaios celulares.

Por ultimo, no quinto capitulo sao apresentadas as conclusdes mais relevantes e gerais
desta dissertacdo. E feito um balanco do cumprimento dos objetivos delineados no capitulo

inicial, e sugerido um conjunto de propostas de trabalho a implementar futuramente.
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2.1 Engenharia de tecidos

Atualmente, a definicdo mais aceite pela comunidade cientifica ¢ a de Langer & Vancati
[1], em que define a engenharia de tecidos como uma “area que utiliza os principios da
engenharia e das ciéncias da vida com o intuito de desenvolver substitutos bioldgicos de forma a
restaurar, manter ou melhorar a funcéo do tecido pretendido”.

A engenharia de tecidos reune diversos conhecimentos multidisciplinares (desde a
biologia, medicina, fisica e engenharia) e um vasto conjunto de materiais e métodos passiveis de
utilizar, visando a producao de tecidos bioldgicos viaveis e funcionais /7 vitro (a producao de
tecido ocorre em estruturas apropriadas e depois este é implantado no organismo) ou /n vivo
(cria-se uma estrutura passivel de ser estimulada e que, apds ser implantada no local pretendido
do organismo, é capaz de suportar e impulsionar o crescimento celular) [2,3].

E possivel identificar um conjunto de trés pontos fundamentais para formar o tecido:
células, scaffolds e estimulos (Figura 2.1). Para que o tecido se forme é necessario um material
que lhe sirva de suporte (scaffola) onde as células serdo cultivadas e, posteriormente submetidas
a estimulos bioquimicos (ex: fatores de crescimento) e/ou biofisicos (ex: forcas de tensao), de

forma a mimetizar o ambiente celular em que estao inseridas [4,5].

Células

Mioblastos,
osteoblastos,
células tronco...

Engenharia
de Tecidos
Scaffolds Estimulos
Biomateriais naturais Bioquimicos (fatores de
(seda, colagénio...) ou crescimento, adesao)
sintéticos (PVDF, PLLA) e/ou biofisicos (elétrico)

Figura 2.1 - Esquema representativo da triade da engenharia de tecidos: estimulos, células e scaffo/ds. Adaptado de [6].



2.1.1 Regeneracdo musculo-esquelética

A regeneracao muscular, tal como a regeneracdo 0ssea, tem um grande impacto na
investigacao da engenharia de tecidos. Existem trés tipos de musculo: o musculo liso, 0 musculo
cardiaco e 0 musculo-esquelético. O musculo liso localiza-se nas paredes de orgaos elasticos (ex:
esofago, estdbmago, bexiga e intestinos), nos olhos, glandulas e vasos sanguineos. Apresenta
células mononucleadas e fusiformes, de contracdo lenta e involuntaria com as extremidades
bem afiadas [7,8].

Jd o musculo cardiaco encontra-se Unica e exclusivamente no coracao, onde é
responsavel pelas contracdes cardiacas que fazem bombear o sangue para 0s vasos sanguineos.
Possui células mononucleadas separadas por uma membrana designada disco intercalar. Estes
discos auxiliam a contracao sincronizada do tecido muscular cardiaco, proporcionando assim,
uma maior adesao entre as células adjacentes [7].

Os musculos-esqueléticos sao 0s mais abundantes, representando cerca de 40 a 45% da
massa corporal adulta [9,10]. Encontram-se fixos aos 0ssos através dos tenddes e, para além de
recobrirem todo o esqueleto humano, conseguem contrair voluntariamente, permitindo a
movimentacdo corporal. Exibem células especializadas na contracdo muscular, as fibras
musculares, que sao células alongadas e multinucleadas com os nucleos localizados na regiao
mais periférica da célula [3,11]. A perda ou dano muscular pode advir de diferentes causas, ndo
s6 por doenca ou envelhecimento, mas também por lesdes [12].

O sistema muscular esquelético é uma estrutura altamente complexa e organizada que
compreende: nervos, neuronios, vasos sanguineos, tecido conjuntivo e feixes musculares [8].

Os feixes musculares sao constituidos por fibras musculares. Cada fibra muscular, por
sua vez, € composta por inumeras miofibrilas (feixes de filamentos contrateis de actina e
miosina) (Figura 2.2) que se encontram organizadas e dispostas de tal modo que originam um
padrao bem definido de estrias transversais alternadas claras e escuras apresentando um aspeto

estriado caracteristico destas células musculares) [8].
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Célulasaglite
/ Tabulo T
N -

Figura 2.2 - Imagem representativa da organizacao das fibras musculares. Adaptado de [11].

O conjunto actina e miosina formam unidades, denominadas sarcomeros, que se
repetem ao longo do comprimento das miofibrilas (Figura 2.2). As faixas mais externas do
sarcémero sdo as mais claras e denominam-se bandas | (isotrdpicas a luz polarizada). Estas
contém apenas filamentos finos de actina. Ja a regido central do sarcomero, designada banda A
(anisotrépica a luz polarizada), é mais escura sendo constituida por filamentos de miosina
parcialmente sobrepostos pela actina. No interior desta banda, existe uma regidao mediana mais
clara, a banda H, que contém apenas filamentos grossos de miosina [3,13].

A miosina é considerada uma proteina motora, pois é capaz de converter energia
quimica em energia mecanica, util para a contracdo muscular. E constituida por seis cadeias
polipeptidicas, duas cadeias pesadas e quatro cadeias leves. As duas cadeias pesadas enrolam-
se em espiral, uma sob a outra, para originar uma cauda em dupla hélice. Na extremidade
contraria a cauda, encontra-se a cabeca da miosina, uma estrutura polipeptidica globular, da
qual também fazem parte as quatro cadeias leves que, ajudam a controlar a funcao da cabeca
durante a contracdo muscular [14].

A actina é uma proteina globular (actina G) que polimeriza num filamento com dois
corddes torcidos em hélice (actina F). Associados a esta, encontram-se a tropomiosina (que

blogueia os sitios de ligacdo da miosina) e a troponina. A troponina é constituida por trés
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moléculas que participam no processo de contracdo muscular: Troponina C (TnC), Troponina |
(Tnl) e Troponina T (TnT). A TnC liga-se aos ides de calcio (Caz), a TnT possui uma grande
afinidade com a tropomiosina e a Tnl que é considerada uma subunidade inibitoria, uma vez que
cobre a regido ativa da actina, regiao esta onde a actina e a miosina interagem [14,15].

A rodear cada fibra muscular estd o sarcolema, constituido por uma membrana basal
permeavel (rica em glicoproteinas e colagénio) e pelo plasmalema. Este ultimo, como apresenta
uma composicao quimica com propriedades adicionais de excitabilidade, permite a transmissao
dos impulsos elétricos ao longo da célula muscular [14].

O sarcolema sofre invaginacoes, formando uma espécie de rede de tubulos
anastomosados (designados Tubulos T) que envolvem cada conjunto de miofibrilas e permitem a
contracao uniforme de cada fibra muscular esquelética. Associado a estes tubulos, encontra-se o
reticulo sarcoplasmatico, responsavel pelo armazenamento de ides calcio. Quando o reticulo
sarcoplasmatico recebe o impulso nervoso vindo dos tubulos T, liberta o céalcio armazenado no
citosol que rodeia as miofibrilas permitindo assim a contracao muscular [14,15].

O musculo-esquelético possui uma capacidade de regeneracdo muito baixa. Os
tratamentos atuais para grandes deficiéncias de volume muscular envolvem a transplantacao de
musculo autologo, ou seja, a transplantacao de musculo do proprio paciente para o local onde
existe perda ou dano. Os transplantes tornaram-se numa alternativa viavel mas com
consequéncias a longo prazo, uma vez que 0S pacientes, apos a cirurgia, sao tratados com
imunossupressores para evitar a rejeicao do enxerto transplantado [6,16].

De forma a colmatar todos estes entraves, a engenharia de tecidos pretende ndo so
desenhar mas também construir matrizes, denominadas scaffolds, que promovam o normal

crescimento das células musculares em défice [17,18].

2.2 Propriedades dos scaffolds
E no design e desenvolvimento de scaffolds biocompativeis, capazes de mimetizar a
matriz extracelular que a engenharia de tecidos mais se tem focado ultimamente [19,20].

Deste modo, os scaffolds devem obedecer a varios requisitos especificos. A
biocompatibilidade de um dado material € um requisito de extrema importancia. Estes nao

devem provocar nenhum efeito imunoldgico adverso ou toxicidade, e os seus produtos de
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degradacao devem ser metabolizados. Caso isto ndo se verifique, o organismo podera rejeitar o

tecido formado e outras complicacdes poderao surgir noutros locais do organismo [21,22].

A sua degradacao em ambiente biologico deve estar ajustada ao tempo de tratamento
que é necessario e 0s seus produtos de degradacao nao devem interferir no tratamento nem
causar inflamacoes. Porém, se o objetivo for produzir o tecido fora do organismo humano e
depois transplanta-lo, a biodegradabilidade deixa de ser um requisito importante a cumprir

[4,21].

O scaffold deve apresentar propriedades mecanicas adequadas a zona corporal onde
sera implantado, fornecendo a estabilidade e rigidez necessaria para o desenvolvimento local do
tecido [6]. As caracteristicas mecanicas devem ter em conta nao so o tecido, o local, a idade do
paciente e 0 processo de regeneracdo, mas também devem permitir a vascularizacéo e a
infiltracao celular. Um scaffold "bem-sucedido" deve ser capaz de equilibrar a sua funcéo
mecanica com a entrega de nutrientes para as células e com a eliminacao dos seus produtos de
excrecao, permitindo assim, a regeneracao do tecido a medida que se vai degradando. Contudo,

na maioria dos casos, este equilibrio ndo ¢ atingivel [4,21].

As propriedades superficiais do scaffold, tais como a molhabilidade e a rugosidade,
também sdo aspetos a ter em conta. E sabido que o crescimento, proliferacéo e diferenciacao
celular aumentam na presenca de superficies hidrofilicas. No entanto, estes valores de
hidrofilicidade ndo podem ser inferiores a 65°, caso contrario a adesao celular diminui [4,23].
Também a rugosidade do material, que esta diretamente relacionada com o grau de
cristalinidade, influencia a adesao celular. Porém, nem todas as linhas celulares respondem de
igual forma, exemplos disso sdo os fibroblastos e os osteoblastos. Enquanto os primeiros
proliferam melhor num scaffold com maior grau de cristalinidade (elevada rugosidade), os
segundos demonstram exatamente o contrario, isto &, preferem crescer em superficies menos

rugosas [24].

Geralmente, a estrutura arquiteténica do scaffo/d procura mimetizar a matriz extracelular
(MEC) de um determinado tecido. A interconetividade entre poros e o grau de porosidade facilita
a penetracdo e a vascularizacdo celular, assim como a difusdo de nutrientes essenciais as

células e o transporte de produtos residuais [21].
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2.3 Biomateriais

Os biomateriais desempenham um papel cada vez mais proeminente no
desenvolvimento e sucesso da engenharia de tecidos, nomeadamente na regeneracao ou no
restabelecimento da funcao de tecidos/orgaos do corpo humano [25]. Segundo a definicao
atual, um biomaterial € um material capaz de interagir de forma adequada e especifica com o0s
sistemas bioldgicos, de modo a avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, érgao ou

funcao corporal [26].

Os materiais podem ser divididos em quatro grupos distintos: os metais, os ceramicos,
0s polimeros e os compositos. Na Tabela 2.1 sao apresentados os varios tipos de biomateriais,
bem como as suas vantagens e desvantagens [19].

Nas ultimas décadas, os polimeros tém vindo a substituir os materiais tradicionais em
diversas areas tecnoldgicas. O seu baixo custo, facilidade de processamento, flexibilidade e
elevada resisténcia a nivel eletronico e mecanico fazem dos polimeros o foco de interesse na

regeneracao de tecidos [2].

Tabela 2.1 - Tipos de biomateriais, as suas vantagens e desvantagens [19,26].

Material Vantagens Desvantagens
Baixa biocompatibilidade;
Ductilidade;
Corrosao em meio fisiologico;
Metais Elevada resisténcia mecéanica ao
Propriedades mecanicas muito
impacto.
diferentes dos tecidos biolégicos.
Elevada biocompatibilidade; Dificuldades no processamento e
Resisténcia a corrosao; fabricacao, e na reproducao das suas
Ceramicos Elevada resisténcia a compressao; propriedades;
Inerte; Baixa elasticidade;
Baixas propriedades elétricas e térmicas Elevada densidade.
Inerte; Pouca consisténcia;
Compositos Resisténcia a corrosao; Dificuldade de reproduzir durante a
Elevada biocompatibilidade. fabricacéo.
Facil fabricacao; Baixa resisténcia mecanica;
Polimeros
Baixa densidade e elasticidade. Facilmente degradavel.
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Consoante a sua natureza/origem, os polimeros podem ser classificados como naturais
ou sintéticos [27,28]. Os polimeros de origem natural, como o colagénio, a seda e o acido
hialurénico, possuem boas propriedades bioativas, o que melhora o seu desempenho biologico e
consequentemente favorece a adesao e a proliferacao celular. No entanto, nao possuem

propriedades elétricas e mecanicas favoraveis [29].

Os polimeros sintéticos surgem como uma alternativa aos polimeros naturais. Estes,
para além de serem facilmente manipulaveis, apresentam boas propriedades mecéanicas. Desta
forma, diversos polimeros sintéticos, como o poli (acido latico) (PLA), o acido L-polilactico (PLLA)
ou PVDF, tém sido amplamente utilizados na producédo de biomateriais baseados em materiais

inteligentes e funcionais [2,30].

Polimeros inteligentes sdo materiais capazes de alterar de uma forma controlada e
reprodutivel uma ou mais propriedades fisico-quimicas (como o tamanho, forma, solubilidade,
permeabilidade, propriedades elétricas e mecanicas), em resposta a um ou mais estimulos
externos [27]. Assim, dependendo do mecanismo de transducao, estes podem ser classificados
como polimeros nao eletricamente deformaveis (quando o estimulo ndo é elétrico mas sim
devido a temperatura, luz ou pH); ou polimeros eletroativos, quando existe um mecanismo

eletromecanico envolvido [27,31].

Os polimeros eletroativos sao os que mais se evidenciam. Para além de serem
facilmente manobraveis e adaptaveis, sdo capazes de realizar a conversao entre energia elétrica
e energia mecanica - mecanismo de transducao eletromecanico — e, por esta mesma razao, sao
ideais para diversas aplicacbes como sensores e atuadores, proteses inteligentes, producao de

musculos artificiais e diferenciacao celular [32,33].

2.4 Polimeros eletroativos

Os polimeros eletroativos podem ser divididos em dois grupos de acordo com o
mecanismo de ativacdo: polimeros eletroativos eletronicos cuja deformacdo é proveniente de
forcas eletrostaticas, e polimeros eletroativos idnicos, cuja deformacdo é originada pela
mobilidade ou difusdo dos ides através do polimero quando este estd sujeito a um campo

elétrico [27,33].
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Os polimeros eletroativos eletrénicos sao maioritariamente aplicados em mecanismos de

deformacao longitudinais e transversais (Figura 2.3).

R [T

A Sy

Figura 2.3 - Polimero eletroativo eletrénico sujeito a um campo elétrico [32].

Possuem uma alta eficiéncia, durabilidade, estabilidade e um mecanismo de resposta
rapida (milissegundos) a temperatura ambiente. Ja os polimeros eletroativos ionicos apresentam
um mecanismo de resposta mais lenta e tém a vantagem de requerer baixas voltagens (1-2V)
promovendo assim processos de dobra (bending) mais eficazes (Figura 2.4). Por outro lado, a
sua resposta € mais lenta e a forca produzida € menor que no caso dos polimeros eletroativos

eletrénicos [27,32].

Figura 2.4 - Mecanismo de dobra (bending) caracteristico de um polimero eletroativo ionico [32].

Na Tabela 2.2 encontram-se representados os diversos polimeros eletroativos que
existem. Os polimeros piezoelétricos sao 0s mais apropriados para aplicacdes em engenharia de
tecidos, especialmente para regeneracao muscular, neuronal e 6ssea, uma vez que conseguem

mimetizar o ambiente bioldgico do tecido através de estimulos eletromecanicos [2].
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Tabela 2.2 - Classificacdo dos polimeros eletroativos [19,32].

Polimeros eletroativos

Eletrénicos I6nicos
Polimeros piezoelétricos Géis poliméricos idnicos
Polimeros ferroelétricos Compdsitos metalicos poliméricos idnicos
Elastomeros eletrostritivos Polimeros condutores
Elastomeros eletro-viscoelasticos Nanotubos de carbono

Fluidos eletroreologicos

2.4.1 Polimeros piezoelétricos

Quando um material é sujeito a uma tensdo mecanica ao longo de um determinado eixo,
gera-se um sinal elétrico como resposta. Este efeito, que consiste na conversao de energia
mecanica em elétrica, é designado efeito piezoelétrico direto. A forma mais comum para
descrever o efeito piezoelétrico é pelo efeito direto, onde o coeficiente piezoelétrico d;é descrito

pela Equacado 2.1.

E X
aDi _ ax,- ~
di = (6—X1> = (—05 ) (Equacéo 2.1)

J

onde “D” representa o deslocamento elétrico, “E” a forca do campo elétrico, “X" a

tensdo mecanica e “x” a deformacao mecanica [2,32].

Pode ocorrer também o efeito inverso, isto €, a deformacao do material quando sujeito a
um campo elétrico (efeito piezoelétrico inverso). A Equacao 2.2 descreve o efeito piezoelétrico

inverso, de coeficiente e;[2,32].

E X
aD; = _ axX; ~
e; = (—) = — (E ) (Equacéo 2.2)

17



onde “D” representa o deslocamento elétrico, “E” a forca do campo elétrico, “X” a
tensdo mecanica e “x” a deformacao mecanica. [2,32] Deste modo, o efeito piezoelétrico pode

ser observado como a relacao entre as variaveis elétricas “D” e “E” e mecanicas “X" e “x".

Na Figura 2.5 encontram-se representados os efeitos piezoelétricos direto e inverso.
Sabendo que os sinais elétricos, em particular os eletromecanicos, sdo uns dos principais
estimulos fisicos presentes no corpo humano, o efeito piezoelétrico direto tera maior importancia

para aplicacdes biomédicas como sensores, e o efeito piezoelétrico inverso como atuador.

ELE FORCA
a) LETRODO . * :I_
+ * v V‘.v
‘p l
L] '
ELETRODO T
ELETRODO P
b) : e 3
+ * + T ¢
. . A A A v =
e |

+0«

Figura 2.5 — Representacédo esquematica do efeito piezoelétrico a) direto e b) inverso. [34]

Os polimeros piezoelétricos, apesar de apresentarem uma resposta piezoelétrica mais
baixa que alguns ceramicos, sdo 0s que mais atraem a comunidade cientifica e tecnolégica pois
sao flexiveis, leves e podem ser faciimente produzidos numa ampla gama de configuracoes

(esferas, filmes, fibras, entre outros) a baixo custo [2,32].

Um polimero muito promissor para a regeneracao de tecidos ¢ o PVDF devido a sua
eletroatividade e biocompatibilidade [35]. Estudos recentes com scaffolds de PVDF
demonstraram que este promove a adesao e proliferacdo de osteoblastos para engenharia de
tecido 6sseo [36], o alongamento e ramificacdo de neurites para engenharia de tecido neuronal

[37] e a proliferacao e orientacao de células mioblasticas para engenharia de tecido muscular
[17].
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2.5 Poli (fluoreto de vinilideno)

2.5.1 Estrutura quimica

O PVDF ¢ sintetizado pela polimerizacdo do mondémero de fluoreto de vinilideno (VDF),
CH.=CF.. Este monémero ¢ um gas em condicdes normais de pressao e temperatura, sendo o
seu ponto de ebulicdo de aproximadamente 85 °C. Possui uma baixa toxicidade e tem uma
solubilidade menor do que 0,02 g por 100 g de agua (a temperatura de 25 °C e pressao de 1
atm). A férmula quimica do polimero é (-CH-CF=). (Figura 2.6), onde n representa o numero de

unidades repetitivas e possui um peso molecular médio de 106 g/mol [38].

F H F H
\ / POLIMERIZAGAQ | |
C=C > Cc-C
7/ N\ 11
F H F H
n
FLUORETO DE VINILIDENO POLI(FLUORETO DE VINILIDENO)
(VDF) (PVDF)

Figura 2.6 - Representacdo esquematica do mondmero de fluoreto de vinilideno e a respetiva polimerizagdo em PVDF.

O PVDF apresenta um processo de relaxacao e uma transicao de fase. A relaxacao
ocorre por volta dos -34 °C e ¢ designada por transicao vitrea. A transicdo de fase ocorre a uma
temperatura mais elevada e é denominada por temperatura de fusado T, a qual se situa entre
160 e os 190 °C. Esta nao apresenta um valor fixo uma vez que a temperatura de fusao
depende fortemente das condicdes de processamento e da fase cristalina em que o material se

encontra [38].

2.5.2 Estrutura molecular e fases cristalinas

O PVDF é um polimero semicristalino, biocompativel, com boas propriedades mecéanicas
e excelentes propriedades eletroativas, apresentando uma elevada resposta dielétrica,
piezoelétrica, piroelétrica e ferroelétrica [17,32]. Geralmente, cristaliza numa estrutura

esferulitica constituida por um conjunto de lamelas que crescem radialmente a partir de um
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centro comum [36]. Na Figura 2.7 estao representadas duas lamelas que constituem a regiao

cristalina, entre as quais se pode observar a regiao amorfa do material.

NUCLEO ESFERULITICO

REGIAO CRISTALINA LAMELAR

REGIAO AMORFA

.;,/ / \\\' A\ \\\\ \\\
) /h,('\‘\ \\\\\\X\\\\\

Figura 2.7 - Representacao esquematica da estrutura esferulitica do PVDF [39].

Quanto a polaridade, o PVDF é um polimero linear que apresenta dipolos elétricos
permanentes, formados pela diferenca de eletronegatividade entre os atomos de fltior e carbono.
Apresenta um polimorfismo pouco comum entre os materiais poliméricos, podendo cristalizar
em pelo menos quatro fases cristalinas possiveis (a, B, y e 8) [18]. Isto deve-se as reduzidas
dimensdes do raio atomico do fluor, que favorece a ocorréncia de diferentes tipos
conformacionais e, consequentemente, diferentes estruturas cristalinas. As diversas
conformacdes referem-se ao arranjo espacial dos atomos de carbono na cadeia polimérica, os
quais podem ser alterados por rotacdes das ligacdes quimicas. Deste modo, o PVDF apresenta
as seguintes conformacdes: “al-trans (TTT) planar e em zig-zag" na fase 3 e TGTG (#ans-
gauche-trans-gauche) na fase o. A obtencdo de determinadas fases e a interconexdo entre elas
dependem fortemente dos meétodos de processamento, bem como do tratamento térmico,

mecanico e elétrico ao que o material ¢ sujeito [18,40].

2.5.2.1 Fase o

A fase apolar a é a fase cristalina mais comum do PVDF. Nesta fase, as cadeias
poliméricas organizam-se numa estrutura conformacional do tipo TGTG" onde as moléculas
assumem uma configuracao helicoidal (Figura 2.8 a). Esta disposicdo permite um maior

distanciamento entre os atomos de flior dispostos ao longo da cadeia. No entanto, quando a
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cadeia polimérica se encontra com esta conformacao, o PVDF nao apresenta eletroatividade

[41].

A célula unitaria desta fase é formada por duas macromoléculas e é apolar devido ao
empacotamento das cadeias em direcoes alternadas. Possui uma estrutura cristalina
ortorrdmbica com dimensdes a=4,96 A, b=9,64 A e c=4,62 A e apresenta uma densidade de
1,92 g/cm: e um valor de entalpia de fusao (AH) de 93,07 J/g. Na Figura 2.8 b) é representada

a célula unitaria da fase a [42].

a) 4.62 A

b)

496 R

Q=

s R U

o
b=9.64 A

Figura 2.8 - Representacao esquematica a) das cadeias de PVDF na fase a e b) da sua célula unitaria [42].

2.5.2.2 Fase 3

A fase polar 3 é a mais ativa do ponto de vista elétrico e desta forma, a mais desejavel
sob 0 ponto de vista tecnolégico para aplicacbes como sensor, atuador e transdutor. Embora
possa ser obtida por diferentes técnicas, a mais reportada sucede do estiramento mecéanico da
fase a a temperaturas inferiores a 100 °C [18,32].

Nesta fase, todos os atomos de fltor estdo diametralmente dispostos aos de hidrogénio
na cadeia polimérica (configuracao “al-trans (TTT) planar e em zig-zag), como ilustrado na
Figura 2.9. Esta estrutura configuracional é a chave para as propriedades piezo- e piroelétricas
apresentadas pelo material, pois 0 momento dipolar das unidades monoméricas & bastante

elevado [43].
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A célula unitaria desta fase é polar, sendo constituida por duas macromoléculas
organizadas numa estrutura ortorrdmbica com dimensées a=8,58 A, b=4,91 A e c=2,56 A
(Figura 2.9). Esta fase apresenta uma densidade de 1,97 g/cm: e um valor de entalpia de fusao

(AH) de 103,4 J/g [44].

b)

491 A

b

O

00O
0Om=x

o
a=8.58 A

Figura 2.9 - Representacéo esquematica a) das cadeias de PVDF na fase 8 e b) da sua célula unitaria [42].

2.6 Liquidos iénicos

Os ILs sdo um grupo diversificado de sais constituidos por catides organicos
assimétricos e uma variedade de anides organicos e inorganicos, cujo ponto de fusao (T) se
situa abaixo dos 373 K [45-47]. Geralmente possuem pressdes de vapor muito baixas (ou
quase inexistentes), alta estabilidade térmica, quimica e eletroquimica, elevada condutividade
ionica e uma larga janela eletroquimica. Devido as suas caracteristicas e propriedades, os ILs
surgem como candidatos bastante promissores em diversas aplicacdes tecnologicas, tais como
dispositivos de armazenamento de energia eletroquimica, solventes, baterias de iao litio, células

de combustivel, sensores e atuadores [48-50].

As suas propriedades fisicas, quimicas e térmicas podem ser modelaveis e ajustaveis de
acordo com a combinacdo adequada do catido e do anido. O ponto de fusdo, a viscosidade e a
miscibilidade com outros solventes sao propriedades que podem ser alteradas com a
modificacdo do catidao do IL [51]. Na Figura 2.10 encontram-se representados os catides e

anides que sao comumente mais utilizados na preparacao de ILs.
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Figura 2.10 - Estruturas quimicas dos catides e anides mais utilizados na preparacéo de liquidos idnicos [45,52].

A densidade é outra carateristica que os define. A maioria dos ILs conhecidos sdo mais
densos que a agua (valores entre 1,0 e 1,6 g/cm?), e sabe-se da literatura que, a medida que o
comprimento da cadeia alquil aumenta, a densidade diminui [47,53]. Contudo, também
apresentam algumas desvantagens. A sua elevada viscosidade faz com que eles percam muito
rapidamente a sua condutividade eletrolitica com o aumento da temperatura [47]. Uma
alternativa é o desenvolvimento de ILs a partir de componentes com propriedades toxicoldgicas e
biodegradaveis bem caracterizadas, os designados “Bio-lonic Liguids’ (Bio-ILs) [54,55]. Os ILs
baseados em colina [(cho)(AA)] sao bastante biodegradaveis, nao toxicos para os seres humanos
e para 0 ambiente e podem ser utilizados em inumeras aplicacoes, especialmente a nivel

bioldgico [54].

Na Tabela 2.3 sdo apresentados os ILs que foram selecionados para o desenvolvimento

deste trabalho. Estes foram selecionados devido a sua biocompatibilidade.
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Tabela 2.3 - Liquidos ionicos utilizados no presente trabalho.

Massa molar ~ Temperatura de Condutividade
Nome cientifico Estrutura quimica

(g/mol) fusao (T) (°C) elétrica (S/m)
Cloreto (CI) de 1-butil-3-
metilimidazélio (Bmim) /\/\N\/:IP"/C'— 174.68 65.1 0.046
[Bmim][CI]
Dihidrogenofosfato (DHP)
o 0
do Zdroxet s ot 20116 190 <0.04

trimetilaménio (colina)

[Ch][DHP]

Os ILs encontram-se agrupados em diferentes classes de acordo com as suas

caracteristicas e propriedades. Podem dividir-se em ILs apréticos, proticos e inorganico [56].

Os ILs aproticos representam a grande maioria dos ILs. Sdo constituidos por catides
organicos e por anides do grupo das imidas, como o bis ((trifluorometil)sulfonil)imida (NTf.), o

que lhes confere baixas viscosidades [57].

Os ILs proticos foram os primeiros ILs a ser sintetizados. Apresentam uma elevada
condutividade iénica e formam-se quando ocorre a transferéncia de um protdo de um acido de

Brensted para uma base de Bransted [51,56].

Relativamente aos ILs inorganicos, estes tanto podem ser préticos ou aproticos. No
entanto, apresentam catides e anides inorganicos, ao contrario das classes anteriores, que

apresentavam exclusivamente compostos organicos [57].

2.6.1 Compésitos polimero/liquido iénico

Devido a todas as suas caracteristicas e propriedades, os ILs podem ser utilizados no
desenvolvimento de materiais eletroativos ionicos. Na literatura, ja existem diversos estudos
realizados com compositos poliméricos e ILs para diferentes aplicacoes. Na Tabela 2.4

encontram-se compilados os trabalhos ja publicados.
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Tabela 2.4 — Matriz polimérica, liquido idnico, morfologia e aplicacéo.

Matriz polimérica Liquido I6nico Morfologia Aplicagéo Referéncia
Nafion;
[C.mim][BF]
PVDF-HFP; Atuador Bucky-gel Eletroquimica [58]
[Comim][TFSI]
SWCNT
Regeneracao
Quitosano [C.mim][OTf] Membranas [59]
musculo-esquelética
PVDF - CTFE [C.mim][TfO] Filmes Eletrolitos [60]
Impressao jato de
PEDOT:PSS [C.mim][TFSI] Filtracao [61]
tinta
PVDF-HFP; Regeneracao
[C.mim][BF] Bulky gel [62]
SWNTs musculo-esquelética
PVDF [Cs(mpy):][NiCl:]> Nanofibras Sistema catalitico [63]
[HEMIm][CI] Dispositivos
PVDF-HFP Gel filme [64]
[HEMIm][BF4] eletrénicos
PEUU [C.mim][NTH.] Filme Eletrdlito [65]
[C:mim][PF]
[Camim][BF]
PVDF Filmes —_— [66]
[Camim][FeCl,]
[C.mim][Cl]
[Cmmlm][Cl]
Aplicacoes
Colagénio [Camim][CI] [67]
biomédicas
[Camim][Cl]
[Comim] [Tf]
Sensores, atuadores,
Nafion [BMP][TFSI] Filmes [68]
baterias
[TES][TFSI]
PVDF-HFP [C.mim][DCA] Filme Baterias [69]
Aplicacoes
biomédicas e no
PU [Camim][PFe] Fibras [70]
tratamento de agua
residuais
PVDF [C.mim][NTF.] Filmes Atuadores [71]
[Camim][ClI];
Sensores, atuadores
PVDF [Cemim][ClI]; Filmes [72]
e baterias
[Clamlm][C”
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Tal como se pode visualizar pela Tabela 2.4, os compositos polimero/IL tém sido
utilizados principalmente para aplicacdes em baterias [68,69,72], membranas de filtracao
[61,73], sensores e atuadores [68,72], dispositivos eletronicos [64,74], sistemas cataliticos [63],
entre outros. As aplicacdes em engenharia de tecidos séo muito poucas [59,67]. Os compositos

de PVDF/IL tém sido utilizados essencialmente em, baterias, sensores e atuadores. [72]

He et al [66] desenvolveram filmes de B-PVDF com ILs da classe dos imidazolios na
matriz polimérica, tendo verificado que os ILs influenciavam significativamente o mecanismo de
nucleacao e o crescimento das esferulites de PVDF. Xing et a/ [75] ao estudar compositos
nanoestruturados de PDVF/IL puderam comprovar que estes compositos nao s6 exibiam
melhores propriedades elétricas, como também apresentavam um melhor médulo de Young e

desempenho dielétrico quando comparados com o PVDF puro.

Na literatura, existem reportados diversos trabalhos que obtiveram sucesso no
desenvolvimento de atuadores baseados em compositos PDVF/IL para engenharia de tecidos.
Dias et al [71] prepararam filmes  compésitos  PVDF/ 1-etil-3-metilimidazdlio
bis(trifluorometanosulfonil)imida [C.mim][NTf.] com 10, 25 e 40% (p/p) de IL, tendo verificado
que a introducao de [C.mim][NTf,] interfere no processo de cristalizacao do polimero afetando as
propriedades mecanicas do mesmo. A introducdo do liquido i6nico aumentou também a
plasticidade das amostras, como consequéncia da diminuicao do modulo de elasticidade. Uma

tensao elétrica de 10 V, com uma frequéncia de 0.5 Hz causou uma flexao de 6 x 104 mm.

Meyjri et al [76] prepararam filmes compositos PVDF/[Cemim][Cl] e PVDF/[Csmim][NTf]
com 10, 25 e 40% (p/p) de IL para avaliar o efeito do anido na performance do atuador.
Puderam verificar que, independentemente do tipo e quantidade de IL, a estrutura esferulitica do
PVDF se encontra preservada em todas as amostras. Comprovaram também que, a medida que
se adicionava mais IL, a plasticidade e condutividade elétrica dos filmes compdsitos aumentava,
e que essa Ultima dependia do tipo de anido presente no IL. Como o tamanho do catido era o
mesmo, mostraram que a mobilidade dos ides é fortemente influenciada pelo tamanho do aniao
(¢ maior quando os anides sao pequenos). Neste sentido, amostras com menor grau de

cristalinidade (PVDF/[Csmim][Cl]) permitiam uma melhor mobilidade idnica.

O presente trabalho visa o desenvolvimento de filmes compositos PVDF/IL com
diferentes quantidades (10, 20 e 40% (p/p)) de [Bmim][CI] e [Ch][DHP] para aplicacdes em

engenharia de tecido muscular.
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3.1 Materiais

Todos os compositos poliméricos efetuados tém como matriz o polimero PVDF. O
polimero PVDF (Solef 6010) em pé foi adquirido na Solvay. O solvente dimetilformamida (DMF,
99.5%) foi adquirido na Merck e os ILs [Ch][DHP] (grau de pureza > 98%) e [Bmim][CI] (grau de

pureza > 98%) foram adquiridos a /olitec e Solvionic, respetivamente.

3.2 Procedimento experimental

Neste subtopico sera descrito o protocolo experimental utilizados na obtencao de filmes

compositos PVDF/[Bmim][CI] e PVDF/[Ch][DHP].

3.2.1 Preparacao dos filmes compdsitos poli (fluoreto de vinilideno) / liquido iénico

Para a producéo de filmes de PVDF e filmes compésitos PVDF/IL recorreu-se a técnica

de evaporacao do solvente - solvent casting [71].

Para os filmes de PVDF, preparou-se uma solucdo de PVDF em DMF com uma
concentracdo de 15% (p/p). Apés a completa dissolucdo do polimero em DMF sob agitacéo
magnética, a solucado foi distribuida homogeneamente sob um substrato de vidro, com o auxilio
de um extensor. Uma vez espalhada no substrato de vidro, a solucdo foi colocada numa estufa
(P-Slecta) a uma temperatura de 210 °C durante 10 minutos. Por fim, os vidros de deposicéo
foram retirados da estufa e arrefecidos a temperatura ambiente. O filme de 35 pm foi depois

destacado do substrato.

Para a obtencao dos filmes compositos PVDF/IL adotou-se o mesmo procedimento
experimental apresentado anteriormente. No entanto, previamente a adicdo do polimero,
colocou-se cada um dos ILs a dispersar, independentemente, no solvente. Foram obtidos filmes

de PVDF/[Bmim][CIl] e PVDF/[Ch][DHP] com diferentes concentracoes de IL (10, 20 e 40%
(p/p)).

A Figura 3.1 esquematiza o processamento de filmes por solvent casting.
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Figura 3.1- Método de processamento de filmes poliméricos por solvent casting.

3.3 Técnicas de caracterizacéo

Neste subtopico serao descritas as diversas técnicas utilizadas na caracterizacao dos
filmes compésitos: microscopia eletronica de varrimento (SEM do inglés Scanning Electron
Microscope), medicdo de angulos de contacto, espetroscopia de infravermelho com
transformadas de Fourier (FTIR do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy), calorimetria
diferencial de varrimento (DSC do inglés Differential Scanning Calorimetry), analise
termogravimétrica (TGA do inglés Thermogravimetric Analysis) e medidas de condutividade.
Adicionalmente, serdo também indicados os principios basicos do seu funcionamento bem como

as condicOes de analise utilizadas para cada uma das técnicas.

3.3.1 Microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento € uma técnica de aquisicdo de imagem que
permite a andlise e a caracterizacdo da morfologia das amostras a uma escala micro- e
nanométrica [6,77]. No entanto, a preparacdo destas precisa de ser cuidada. As amostras
metalicas nao necessitam de uma preparacao preévia, ja as restantes, tém de ser revestidas com

um material condutor (usualmente consiste num filme metalico finamente depositado na
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superficie) de forma a evitar a acumulacao de cargas superficiais que impecam o feixe de atingir

a amostra [78,79].

Os componentes basicos do SEM encontram-se descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Componentes basicos do SEM [26,42].

Componente Funcionalidade

Canhao eletronico Producao do feixe de eletroes

Reducdo do diametro do feixe de eletrdes, produzindo
Sistema 6tico eletromagnético
um feixe de didametro muito reduzido focado numa
(lentes convergentes)
determinada regido da amostra.

Deflexao do feixe eletronico de forma a efetuar o
Bobines defletoras
varrimento da regiao de interesse.

Suporta a amostra e possibilita 0 seu deslocamento por
Platina
rotacao e inclinacao e translacao, segundo os trés eixos.

Sistema de detecéo Detecao dos eletrdes refletidos pela amostra

Visualizagdo da imagem SEM formada ap6s o varrimento
Sistema de visualizacdo da imagem
continuo da superficie da amostra pelo feixe de eletrdes

Esta técnica utiliza um feixe fino de eletrdes de elevada intensidade para examinar a
amostra e, desta interacao, resulta a emissao de uma série de radiacoes, tais como: eletrdes
secundarios, eletrdes retrofundidos, raios-X caracteristicos, eletrdes Auger, entre outros. O
método mais comum de obtencdo de imagens é a detecdo de eletrdes secundarios. Quando
estas radiacdes sdo detetadas, é possivel obter informacdes sobre a topografia (interacdo do
feixe eletronico com a amostra obtém-se eletrdes secundarios), composicdo quimica (interacéo
do feixe eletrdnico com a amostra obtém-se eletrdes retrodispersos — BSE) e elementos quimicos
que compdem a amostra (interacao do feixe eletronico com a amostra obtém-se raios X) (Figura
3.2) [78,80]. E importante salientar que os detetores nao estdo todos colocados & mesma
distancia da amostra. Os detetores de eletrdes primarios (eletrdes retrodispersos) estdo mais
afastados, uma vez que estes eletrdes possuem energias e velocidades elevadas. Ja o detetor de
eletroes secundarios situa-se proximo da amostra. Este detetor possui uma carga positiva na
superficie (Figura 3.2), capaz de capturar os eletrdes secundarios, eletrdes estes que, sdo

menos energgéticos que os eletrdes principais [79].
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A imagem de SEM forma-se apo6s o varrimento continuo da superficie pelo feixe de
eletroes. Esta imagem pode-se basear apenas na detecao de um soé tipo de eletrdes emitidos
(analise mais rapida) ou pela detecdo dos diferentes tipos de radiacdo gerada (analise mais

demorada mas com melhor resolucéo) [79].

Fonte de eletroes
Cj Detetor de eletrdes secundarios

Feixeincidente — _ o
- Detetor de eletrBes primérios
> 4 v Detetor de raios - X
\ !
\ !
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\ I}
\ !
T \ 1
\ I} : f
T |w - \ I
+ \ I /
+ AY< N S \ ] /
N \ ' 4
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AR EY I 4
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( Maodulo seletor e W

L amplificador de sinal J Ecra

Figura 3.2 - Esquema do funcionamento de um microscopio eletronico de varrimento. Adaptado de [79].

3.3.1.1 Condicdes de anélise

A utilizacdo desta técnica implica uma preparacdo prévia das amostras. Estas foram
entdo recobertas com uma fina camada de ouro por sputtering. O equipamento utilizado no
revestimento foi o Polaron SC502. As imagens de SEM foram obtidas com uma energia de 10 kV

no aparelho FEG-SEM Hitachi S4100.

3.3.2 Medicao do angulo de contacto

A medicdo de angulos de contato é uma técnica que permite avaliar o grau de
hidrofobicidade e molhabilidade de superficies através da deposicdo de uma gota de liquido,

com volume definido, sobre a superficie do material [81].
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Para uma gota liquida em repouso sobre uma superficie solida, observa-se a existéncia
de uma linha comum entre as fases solida, liquida e vapor denominada por linha de contacto. O
angulo resultante entre a linha tangente a interface que separa o liquido e o vapor e a linha

tangente a superficie do sélido é definido como angulo de contacto (8) (Figura 3.3) [81,82].

yiv/

-
mara

+ SubstratoSélido
Base

Figura 3.3 — Representacdo esquematica da medicdo de um angulo de contacto. Adaptado de [34].

Uma superficie & considerada hidrofilica para valores de angulo de contacto (0)

inferiores a 90 ° e hidrofobica para valores superiores a 90 ° (Figura 3.4) [34,83].

0 > 90°

8 <90° =90°

Figura 3.4 — Representacdo do angulo de contacto de uma gota numa superficie sélida: “0" representa o angulo de contacto,

“yIv" a interface liquido-vapor, “ysv” a interface solido-vapor e “ysl” a interface sélido-liquido [81].

3.3.2.1 Condicbes de analise

Utilizou-se uma gota de 3 plL de agua destilada a temperatura ambiente e o

equipamento Dataphysics Contact Angle Systerm OCA (Figura 3.5) para medir o angulo de
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contacto que a gota faz com a superficie do material. O soffware utilizado para a analise foi o
SCA20. Foram realizadas 6 medicdes em locais diferentes para cada amostra, pelo que o angulo

de contacto é apresentado como a média e desvio padrao obtido em cada amostra.

Figura 3.5 - Equipamento utilizado nas medicdes do angulo de contacto: Dataphysics Contact Angle System OCA.

3.3.3 Espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier

A espetroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier € uma técnica

comumente utilizada na caracterizacao de materiais poliméricos.

Esta espetroscopia de absorcdo, baseada na vibracao dos atomos de uma molécula,
utiliza a regiao do infravermelho (IV) do espetro eletromagnético que se situa entre os 400 e
4000 cm* [26]. Quando uma amostra é sujeita a este tipo de radiacéo, existe uma certa fracéo
de radiacao incidente que é absorvida a uma determinada energia, gerando assim um espetro
de infravermelho (IV). A energia a que qualquer banda de absorcao aparece no espetro de IV
corresponde a frequéncia de vibracdo de uma dada ligacdo quimica ou grupo funcional na
amostra [84]. No entanto, para que ocorra absorcdo de energia é necessaria uma alteracao do
momento dipolar da ligacdo quimica ou grupo funcional em estudo decorrente do seu
movimento vibracional ou rotacional. A vibracao pode ter origem na alteracdo do comprimento

de ligacéo, estiramento, variacdo do angulo de ligacao ou deformacéao (Figura 3.6) [84,85].
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Figura 3.6 - Modos vibracionais possiveis numa molécula: a) Estiramento simétrico e assimétrico de uma ligacdo C-H; b) modos
de deformacéo possiveis numa molécula de agua. Os simbolos “+” e “-“ referem-se a movimentos perpendiculares ao plano de

observacao [26].

Recorreu-se entdo a técnica de FTIR para identificar as fases cristalinas presentes nos
filmes compositos PVDF/IL. Cada fase cristalina do PVDF apresenta uma conformacéo
molecular e uma simétrica cristalina diferente, o que implica que a cada fase cristalina do

polimero correspondam modos de vibracdo molecular caracteristicos [86].

O espetro de FTIR-ATR do PVDF esta bem caracterizado e existem bandas de absorcao

que identificam claramente as fases a e (3 do PVDF [23].

Tabela 3.2 - Bandas de absorcéo caracteristicas das fases a e 3 do PVDF [40].

Fase Bandas de absorcao caracteristicas (cm?)
o 532, 615, 763, 796, 854, 870 ¢ 970
B 442, 468, 510, 839, 1279

A fracao de fase 3 presente na amostra pode ser calculada recorrendo a equacéo 3.1.

_ Ap
(KB/KOL)AO( +Ag

F () (Equacio 3.1)

onde “F(f3)” representa o conteudo da fase 3, “A«” e “Ag” representam as absorvancias
a 763 e 839 cm* sendo que estes numeros de onda correspondem a fase a (F(a)) e F(B) do
material respetivamente, “Ko” € “Kg” sao os coeficientes de absorcao dos numeros de onda e os

valores sdo 6,1x10+ e 7,7x10¢ cm2/mol respetivamente [43].
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3.3.1.1 Condicoes de analise

A anadlise foi realizada num espectrofotometro Jasco FT/IR-4100 FTIR spectra (Figura
3.7) dotado de um sistema de reflexdo total atenuada. Todos os espetros foram obtidos num
intervalo compreendido entre os 600 e os 4000 cm*, com uma resolucao de 4 cm*. Para cada

amostra realizaram-se 64 varrimentos, sendo apresentada a média dos valores obtidos.

Figura 3.7- Equipamento utilizado na espetroscopia de infravermelho: Jasco FT/IR-4100 FTIR spectra.

3.3.4 Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento é uma técnica termoanalitica que regista o fluxo

de energia calorifica em funcao do tempo ou temperatura [87].

O aparelho de DSC é constituido por duas camaras, a da amostra e a de referéncia,
ambas em contacto com um termopar e um sistema de aquecimento, como demonstrado na
Figura 3.8. As duas camaras sao submetidas a um mesmo programa de temperatura com taxa

de aquecimento ou arrefecimento controlado [88].
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Figura 3.8 - Representacdo esquematica de um aparelho de DSC. O nimero 1 representa o sistema de aquecimento e o nimero

2 o sistema de medida de temperatura [88].

Durante o ensaio experimental, o aparelho deteta a variacao de temperatura (AT) entre a
amostra a analisar e um composto referéncia sujeitos a um fluxo de calor semelhante. Esta
diferenca de temperatura deve-se basicamente a resisténcia térmica da amostra que sofre
variacdes com as transicdes de fase, reacdes endotérmicas ou exotérmicas ou ainda com

variacdes de massa da amostra [87,88].

Através desta técnica pode-se obter informacdes sobre a temperatura de fuséo,
cristalizacédo e de transicao vitrea de um polimero, bem como o seu grau de cristalinidade

[19,25]. O grau de cristalinidade (AX.) do material pode ser calculado a partir da equacao 3.2.

AH ~
AX = m (Equa(;ao 3.2)

onde “AH" é a entalpia de fusdo da amostra em consideracdo, “AH«” e “AHg” séo a
entalpia de fusdo de uma amostra 100% cristalina na F(a) e F() com os valores de 93,07 J/g e

103,4 J/g respetivamente, e “x” e “y” é a quantidade da F(a) e F(f) presente na amostra

respetivamente sendo os valores obtidos por medicdes de FTIR [56].
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3.3.4.1 Condicoes de analise

Os ensaios de DSC foram efetuados num aparelho Perkin-Elmer DSC 8000 (Figura 3.9),
entre 0 e 200 °C, a uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de azoto.

Todos os testes foram realizados utilizando capsulas de aluminio de 30 pL.

Figura 3.9 - Equipamento utilizado nos ensaios de DSC: Perkin-Elmer DSC 8000.

3.3.5 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica ¢ uma técnica de analise calorimétrica que estuda a
variacao de massa de uma amostra em funcao da temperatura. Esta variacdo pode estar
relacionada com fenomenos de oxidacao, desidratacdo ou até mesmo degradacdo do material

[89].

Numa analise TGA podem ser efetuados dois tipos de ensaios: os ensaios dinamicos e
0s ensaios isotérmicos. Os ensaios dinamicos sao utilizados quando a substancia é submetida a
um gradiente de temperatura segundo uma determinada velocidade de aquecimento. Ja os
ensaios isotérmicos sdo utilizados quando a substancia é submetida a uma temperatura

constante durante um determinado intervalo de tempo [90].

O equipamento utilizado pela técnica possui uma termobalanca composta por uma
microbalanca de alta sensibilidade e um forno com um programador de temperatura e
atmosfera controlada. Apresenta também um gas de purga, geralmente inerte, ndo so para evitar

reacdes com amostra mas também melhorar a conducéo de calor [90]. E necessario também
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um sistema de controlo, recolha e tratamento de dados. A Figura 3.10 esquematiza os principais

componentes do instrumento de TGA.
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Figura 3.10 - Representagdo esquematica de um aparelho de TGA. Adaptado de [90].

Um termograma exprime a variacdo de massa das amostras em funcéo do tempo ou
temperatura. Os pontos de decréscimo e estabilizacdo da massa indicam o intervalo de

temperaturas de degradacéo e o declive da curva a rapidez com que o material se degrada [91].

3.3.5.1 Condicdes de anélise

A analise termogravimétrica foi efetuada num aparelho Perkin-Eimer TGA 4000 (Figura
3.11), entre os 30 e 900 °C, a uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de

azoto. Todos os testes foram realizados utilizando capsulas de aluminio de 30 pL.

Figura 3.11 - Equipamento utilizado na analise termogravimétrica das amostras: Perkin-Elmer TGA 4000.
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3.3.6 Medidas de condutividade elétrica

Para avaliar a condutividade elétrica dos filmes compodsitos PVDF/IL, recorreu-se a

utilizacdo de um picoamperimetro Aeithley 6487 (Figura 3.12).

Figura 3.12 - Montagem experimental utilizada nas medices de resisténcia elétrica.

A partir do software do equipamento utilizado obteve-se a curva |-V (Intensidade de

corrente — Voltagem) e através do declive da reta, obteve-se o valor da resisténcia (R).

Para cada amostra, sabendo o valor da resisténcia elétrica do circuito (R), a area dos
elétrodos (A) e a distancia entre eles (d), neste caso a espessura da amostra, é possivel

determinar a resistividade volumica (p) do compésito (Equacao 3.3) [92].

(Equacao 3.3)

Q&

A resistividade elétrica (p) € uma grandeza fisica que esta relacionada com a oposicao
que um dado material oferece a passagem de corrente elétrica [89,92]. A condutividade elétrica
(o) define-se como sendo inverso da resistividade (p) (Equacdo 3.4) e vem expressa em S/m

[93].

(Equacao 3.4)

T |~
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3.3.6.1 Condicoes de analise

Em todas as amostras preparadas foram depositados elétrodos por sputtering. Para tal,
utilizou-se um sputter coater da marca Fisions Instruments modelo Polaron SC502 com alvo de
ouro. Os elétrodos depositados tm 2.5 mm de didmetro e a espessura das amostras varia entre

21 e 49 pym.

Como ja foi referido anteriormente, para efetuar as medicdes de resistividade elétrica
através de curvas |-V utilizou-se o equipamento Aeithley 6487 e aplicou-se uma voltagem entre

0s-10e 10V (Figura 3.12). Foram efetuadas 3 medicOes por amostra a temperatura ambiente.

3.4 Esterilizacédo dos filmes compositos

Para os ensaios /n vitro, todas as amostras foram inicialmente cortadas em circulos,
esterilizadas com radiacdo ultravioleta (UV) durante 2 h (1 h de cada lado) e lavadas com
tampéao fosfato-salino a 1% (PBS do inglés Phosphate Buffer Saline, Gibco) 5 vezes durante 5
minutos cada. O didmetro do circulo utilizado para os ensaios de citotoxicidade e proliferacao

celular foi de 13 e 11 mm, respetivamente.

3.5 Cultura celular

As células mioblasticas de ratinho (linha celular C2C12) foram colocadas em expansao
em frascos de cultura de 75 cm? utilizando meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM do
inglés Dulbecco’s modified Eagles’s medium, Gibco) contendo 4,5 g/L de glucose suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS do inglés Fetal Bovine Serum) e 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S do inglés Penicilin/Streptomycin). As células foram incubadas
sob condicdes padrdo a 37 °C com ar humidificado a 95% contendo uma atmosfera 5% de CO..
0 meio de cultura foi mudado a cada dois dias até que as células atingissem uma confluéncia de
60 - 70%. Posteriormente fez-se uma sub-cultura através da adicdo de 0.05 % de tripsina-EDTA

[25].
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3.6 Ensaio de citotoxicidade

A avaliacéo da citotoxicidade das amostras produzidas foi realizada de acordo com o
descrito na norma ISO 10993-5 [35]. Para isso, utilizou-se o ensaio colorimétrico 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H- tetrazolio (MTS). Este método permite
avaliar a atividade metabadlica mitocondrial que reflete 0 numero de células viaveis, quantificaveis

através da sua leitura num espetrofluorimetro [17].

A bioreducao do composto MTS a formazano pela acdo da enzima desidrogenase
mitocondrial sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e ao numero de células
viaveis. Os cristais de formazano formados podem ser quantificados espetrofotometricamente

por volta dos 490 nm de comprimento de onda, onde o seu pico de absorcdao é maximo [94].

Depois de esterilizadas as amostras, estas foram colocadas numa placa de cultura
celular de 24 pocos com o meio anteriormente descrito e nas mesmas condicdes padrao
durante 24 h. Adicionalmente, foram preparados os controlos do ensaio. Para o controlo positivo
utilizou-se uma solucéo de DMSO a 20 % (v/v) e para o controlo negativo meio de cultura celular

[22].

Simultaneamente, foram cultivadas células C2C12 numa placa de 96 pocos com uma
densidade de 2 x 10¢ células/mL e incubadas durante 24 h, de modo a permitir a adeséo
celular. Apos essas 24 h, o meio de cultura da placa de 96 pocos que continha as células foi
descartado e substituido por 100 uL do meio de extracdo (meio em contacto com as amostras).
Por fim, as células foram incubadas durante 72 h a 37 °C em atmosfera com 95% de humidade

e 5% de CO..

Terminado o tempo de incubacdo, o meio foi novamente descartado e substituido por
um meio contendo MTS (MTS dissolvido em DMEM na proporcdo de 1:5). Depois de 2 h de
incubacdo, a absorvancia dos pocos foi medida a 490 nm utilizando um leitor de microplacas
[25]. Os resultados foram obtidos a partir de 4 réplicas por amostra e controlo, tendo sido

analisada a viabilidade celular e desvio padrdo de acordo com a seguinte equacao 3.4 [6].

Viabilidade celular (%) = Absorvancia da amostra x 100 (Equacao 3.4)

Absorvancia do controlo negativo
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3.7 Ensaio de proliferacao celular

Para avaliar a influéncia dos materiais produzidos na proliferacao celular das células
mioblasticas C2C12, utilizou-se o ensaio colorimétrico MTS. Este ensaio avalia a viabilidade
celular, que indiretamente indica a proliferacdo celular. A proliferacéo celular foi avaliada ao fim
de24e72h.

Apds os referidos tempos, as amostras foram transferidas para uma nova placa de 24
pocos e lavadas 2 vezes com PBS a 1% durante 5 minutos. Posteriormente, foram incubadas
num meio contendo MTS e DMEM, sem vermelho de fenol (Biochrom), numa proporcao de 1:5,
durante 2 h a 37°C, no escuro.

O sobrenadante foi utilizado para determinar a absorvancia a 490 nm. Para cada
condicao foram utilizadas 4 réplicas (n = 4) que contribuiram para uma analise quantitativa

apresentada sob a forma de média e desvio padrao.

3.7.1 Preparagdo das amostras para visualizagdo por microscopia de fluorescéncia

De forma a avaliar a adesado e a morfologia das células nos diferentes filmes compositos
produzidos, as amostras foram preparadas para visualizacdo por imunofluorescéncia.

Apds terminado os ensaios de proliferacao celular (24 e 72 h), as amostras foram
lavadas com PBS a 1%. Posteriormente, as células foram fixadas com formaldeido a 4%
(Panreac) e incubadas durante 10 minutos a 37°C com uma atmosfera de CO: de 5%.

Para a visualizacdo por microscopia de fluorencéncia, depois de fixadas as células, estas
foram novamente lavadas com PBS a 1% e incubadas com 1 pg/mL! de isiotiocianato de
fluoresceina (FITC, Sigma Aldrich) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Apds os 45
minutos de incubacao, as células foram lavadas com PBS a 1% e incubadas numa solucéo de
0,1 pg/mL' de dihidrocloreto de 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI, Sigma Aldrich) durante 5
minutos a temperatura ambiente.

Por fim, as amostras foram lavadas uma ultima vez com PBS a 1%, colocadas em

laminas e visualizadas no microscépio de fluorescéncia (Olympus BX51 Microscope).
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4.1 Caracterizacao morfolégica

A morfologia dos filmes compésitos desenvolvidos foi analisada por SEM. Na Figura 4.1
encontram-se representadas as imagens de corte transversal dos filmes de PVDF e dos filmes
compositos de PVDF/[Bmim][CI] e PVDF/[Ch][DHP] preparados com diferentes percentagens de
IL (10, 20 e 40% (p/p)).

Figura 4.1 — Imagem de SEM dos filmes a) PVDF e filmes compositos b) PVDF/ 10% (p/p) de [Bmim][CI], c) PVDF/20% (p/p)
de [Bmim][Cl], d) PVDF/40% (p/p) de [Bmim][Cl], e) PVDF/10% (p/p) de [Ch][DHP], f) PVDF/20% (p/p) de [Ch][DHP] e g)
PVDF/ 40% (p/p) de [Ch][DHP] a uma ampliacdo de 1500x.
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O filme de PVDF (Figura 4.1a) apresenta-se homogéneo, sem poros € com uma
espessura média de 34,8 + 0,7 um. Resultados similares s&o reportados na literatura [33,95]. E
sabido que o polimero, quando processado segundo a técnica de solvent casting a 210 °C,

origina filmes sdlidos, sem poros e com uma espessura média de aproximadamente 35 um [71].

Os filmes compdsitos PVDF/[Bmim][CI] (Figura 4.1b, c e d) e PVDF/[Ch][DHP] (Figura
4.1e, f e g) apresentam-se rugosos. Na Tabela 4.1 encontram-se representados os valores de
espessura média de cada filme composito. A estrutura esferulitica do PVDF encontra-se
preservada em ambos os casos, embora se verifique uma diminuicao do seu tamanho [76]. Isto
deve-se essencialmente a dois fatores: primeiro, os ILs atuam como agentes de nucleacao,
promovendo um maior numero de nucleos de cristalizacdo e, consequentemente, de esferulites
com tamanhos reduzidos; segundo, as fortes interacdes eletrostaticas entre o IL e os momentos
dipolares locais das cadeias poliméricas afetam fortemente a cinética de cristalizacdo do
polimero [95,96]. Quando a densidade dos nucleos de cristalizacao é alta, os nucleos das
esferulites encontram-se muito proximos uns dos outros. Como nao tém espaco para crescer
livremente, dao origem a pequenas esferulites com contornos bem definidos. Estes contornos
tornam-se mais evidentes com o aumento da percentagem de IL presente na matriz, tal como se

pode observar na Figura 4.1d.

Tabela 4.1 - Espessura média dos filmes compositos PVDF/[Bmim][CI] e PVDF/[Ch][DHP] produzidos.

% IL (p/p) Espessura média (um)
10 26,6 +0,5
PVDF/[Bmim][Cl] 20 38,0+2,0
40 30,0+1,0
10 34,8+0,8
PVDF/[Ch][DHP] 20 34,0+ 2,0
40 35,0+ 3,0
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4.2 Avaliacao da hidrofobicidade

Por forma a avaliar a molhabilidade dos filmes compositos produzidos, avaliou-se a
hidrofilicidade dos filmes compositos produzidos através da medicéo dos angulos de contacto.

Os resultados obtidos dessa medicao encontram-se representados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Valor médio do angulo de contacto obtido em cada amostra produzida.

Os filmes de PVDF apresentam um angulo de contacto de 85,2°+ 0,9°. Este valor esta
de acordo com o que ja existe referenciado na literatura [97].

Através dos resultados obtidos na Figura 4.2, verificou-se que a incorporacdo de ILs de
natureza higroscépica [98] na matriz de PVDF promove a molhabilidade dos filmes, ocorrendo
uma diminuicdo do valor de angulo de contacto para 70,0 © + 2,0 ° nos filmes compdsitos com
10% (p/p) de [Bmim][CI] e para 65,2 °© + 2,6 ° nos filmes compdsitos com 10% (p/p) de
[Ch][DHP]. Esta diminuicao dos valores de angulo de contacto ¢ um indicativo de que as
interacdes polimero-lL diminuem as interacées catido-aniao no IL, originando uma diminuicao da
tensdo superficial e consequentemente uma diminuicdo do angulo de contacto. Os valores de
angulos de contacto mais baixos foram obtidos para as matrizes de PVDF/[Ch][CHDP],

indicando uma maior interacdo polimero-IL [81,99].
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No entanto, com 0 aumento da concentracao de [Bmim][Cl] e de [Ch][DHP] na matriz, o
valor de angulo de contacto tende a aumentar ligeiramente, observando-se um angulo de
contacto de 78,0 © + 2,0 ° nos filmes compdsitos com 40% (p/p) de [Bmim][CI] e os 73,5 © +
1,1 ° nos filmes compositos com 40% (p/p) de [Ch][DHP], indicando que as interacdes

polimero-IL tendem a diminuir com o aumento da concentracao de IL na matriz polimérica
[98,100].

4.3 Avaliacao das propriedades fisico-quimicas e térmicas

Apds a avaliacdo da morfologia e molhabilidade dos filmes compdsitos produzidos,
avaliaram-se as propriedades fisico-quimicas dos mesmos de modo a verificar se ocorreram ou

nao modificacdes na estrutura quimica do polimero e nas suas propriedades térmicas.

4.3.1 Avaliacao da fase cristalina

De forma a avaliar possiveis modificacdes na estrutura quimica do PVDF e determinar o
grau de cristalinidade dos filmes produzidos, procedeu-se a sua caracterizacdo por FTIR-ATR
(Figura 4.3). Na Tabela 4.2 sao apresentados os principais numeros de onda obtidos para os

filmes de PVDF e filmes compositos de PVDF/[Bmim][CI] e PVDF/[Ch][DHP], bem como as

respetivas bandas de absorcao teoricas do PVDF puro.
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Figura 4.3 - Espetro de FTIR-ATR do filme de PVDF e filmes compdsitos com 10, 20 e 40% (p/p) de a) PVDF/[Bmim][CI] e b)
PVDF/[Ch][DHP].
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Pela analise dos resultados de FTIR verifica-se que, em ambos 0s casos, a estrutura
polimérica nao é afetada com a introducao dos diferentes ILs. Os picos caracteristicos da fase o
séo registados a 615, 763 e 796 cm* e os da fase $ a 840 cm* [41,101]. No entanto, a
intensidade de absorcao de cada uma destas bandas varia com a percentagem de liquido ionico
presente no filme compdsito. A intensidade das bandas de absorcao tipicas da fase a tendem a
diminuir com o aumento da percentagem de IL. Contrariamente, as bandas caracteristicas da
fase B tendem a aumentar de intensidade. Nao se observam a formacao de novas bandas entre
0s ILs e a cadeia polimérica do PVDF indicando que as interacdes entre o IL e o polimero séao

eletrostaticas [76].

Para determinar a quantidade de fase a e 3 presentes nos filmes compositos recorreu-
se a equacao 3.1 descrita no Capitulo 3. Na Figura 4.4 sao apresentadas as percentagens de
fase 3 em fungdo da quantidade de IL presente na matriz polimérica. Apesar do conteudo de
fase B aumentar em ambos os casos, os filmes compositos com [Bmim][Cl] apresentam
percentagens superiores aos filmes compdsitos [Ch][DHP], chegando a atingir valores préximos

dos 90% com 20 e 40% (p/p) de IL.

100
= PYDF[Bmim][CI]
904 ® PVDF/[Ch][DHP] % %

80
70
60
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Fase B (%)

Quantidade de IL na matriz (% p/p)

Figura 4.4 - Fracdo de Fase (B) em funcdo da quantidade de IL presente na matriz polimérica (10, 20 e 40% (p/p)) de
[Bmim][CI] e [Ch][DHP].
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Estudos anteriores mostraram que a presenca de IL pode influenciar a cinética de
cristalizacdo do polimero, induzindo a cristalizacdo do PVDF na fase B [95,102]. As fortes
interacdes eletrostaticas entre o IL e os dipolos das cadeias de PVDF criam interacbes do tipo
iao-dipolo que favorecem a geracdo de sequéncias frans caracteristicas da fase 3 [43]. Este
efeito foi também observado noutros trabalhos experimentais com a adicdo de particulas de

titanato de bario [103], zeolitos [104] e ferrites de cobalto [43,96] na matriz polimérica do PVDF.

Tabela 4.2 - Bandas de absorcao caracteristicas do PVDF, [Bmim][Cl] e [Ch][DHP presentes nos filmes de PVDF e filmes

compositos.
Banda de Absorcao (cm) PVDF [Bmim]|[CI] [Ch][DHP] Ref
(Fase o)
615 CF. bending + vibracao — — [41,86]
CccC
763 Fase a — — [70],[89]
796 (Fase a) Vibracao CH. —_ — [106]
(Fase B)
Vibracao
Vibracao CH. +
840 + — [101,107]
Estiramento assimétrico
Estiramento C-N
CF.
Estiramento
930 — - [98]
C=0
Estiramento
1079 — — [98]
C-N
Vibracao
1479 — — [98]
CH:
Estiramento C=C e
1600 — — [107]
C=N
Estiramento +
1650 — — [100]
Vibracédo OH
1657 — — v(C=0) [108][109]
Estiramento +
3385 — — [100]

Vibracédo OH
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4.3.2 Avaliacéo da fusao, grau de cristalinidade e degradacéo térmica

Com o auxilio da técnica de DSC, efetuou-se uma caracterizacao térmica das amostras
de PVDF e PVDF/IL para avaliar possiveis alteracoes nas suas propriedades fisico-quimicas, tal
como a temperatura de fusédo e o grau de cristalinidade. Na Figura 4.5 encontram-se
representados os termogramas obtidos e na Tabela 4.3 sumarizados os valores de entalpia e

temperatura de fusado e grau de cristalinidade das diversas amostras produzidas.
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Figura 4.5 — Graficos de DSC do filme de PVDF e filmes compositos com 10, 20 e 40 % (p/p) de a) [Bmim][CI] e b) [Ch][DHP].

Através do termograma dos filmes de PVDF e filmes compositos (Figura 4.5) é possivel
observar um pico endotérmico a = 170 °C correspondente a temperatura de fusdo do polimero
[33,110]. Na figura 4.5a é possivel observar uma ligeira diminuicao da temperatura de fusdo do
polimero e da area do pico de fusdo com o aumento da percentagem de [Bmim][CI] de 168,2
para 162,1 °C. Relativamente aos compositos [Ch][DHP], apesar de se observar uma
diminuicao da area do pico de fusdao de 45,5 para 32,0 J/g, ndo se verificam alteracoes
significativas na sua temperatura de fusdo (esta oscila entre os 168,7 e os 170,7 °C).
Independentemente do tipo de IL, verifica-se que a area do pico de fusao tende a diminuir com o
aumento do contetdo de IL, indicativo de uma diminuicdo do grau de cristalinidade dos
materiais compdsitos (Figura 4.5 e Tabela 4.3). A diminuicao da temperatura de fusédo e do grau
de cristalinidade estdo relacionados, como ja foi mencionado anteriormente, com as fortes
interacoes eletrostaticas entre o IL e os dipolos da cadeia polimérica. Os ILs atuam como
“defeitos” no processo cristalizacdo do polimero dificultando o crescimento das esferulites

[71,76].
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O grau de cristalinidade determinado através da Equacdo 3.2 descrita no capitulo

anterior nao reflete verdadeiramente o grau de cristalinidade do polimero PVDF mas sim do

compoésito PVDF + IL (AXcl). Determinou-se entdo o grau de cristalinidade do PVDF (AXc2)

dividindo o valor do grau de cristalinidade anteriormente obtido pela quantidade de polimero

presente na amostra. Os calculos efetuados encontram-se representados na Tabela 4.3. Verifica-

se, em ambos casos, que o grau de cristalinidade do PVDF aumenta com o aumento do

conteudo de IL.

Tabela 4.3 - Temperatura de fuséo (T), variacdo da entalpia (AH) e grau de cristalinidade (AXc1) do compdsito PVDF+IL e grau

de cristalinidade do PVDF (AXc2) para cada amostra.

Filme % IL (p/p) T: (°C) M (J/g) KXcl (%) KXc2 (%)
PVDF 0 170,7 49,0 51,020  51,0+20
10 168,2 45,0 450+2,0  50,0+20
PVDF/[Bmim][Cl] 20 165,8 428 410£20 52020
40 162,1 36,0 350+20 58020
10 169,6 455 470+20  520+20
PVDF/[Ch][DHP] 20 168,7 38,5 39020  49,0+2,0
40 170,7 32,0 320+20  540+20

Para além da caracterizacao térmica por DSC, os materiais foram submetidos a uma

analise termogravimétrica. Na Figura 4.6 encontram-se representadas as curvas de perda de

massa obtidas para os filmes de PVDF e filmes compésitos [Bmim][Cl] (Figura 4.6a) e [Ch][DHP]

(Figura 4.6b). Na Tabela 4.4 encontram-se sumarizadas as temperaturas iniciais de degradacéo

(Tonset) referentes as varias amostras.
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Figura 4.6 — Curvas de TGA representativas dos filmes compdsitos com 10, 20 e 40% (p/p) de a) [Bmim][CI] e b) [Ch][DHP].

O PVDF ¢é um polimero termicamente muito estavel [111], apresentando apenas um
Unico patamar de degradacéo entre os 400 e 500 °C. Segundo Botelho et al [91], a presenca
de hidrogénio (H+) e fluor (F), resultante da quebra de ligacdes carbono-flior (C-F) e carbono-
carbono (C-C), leva a formacdo de HF como produto de degradacéo. Para além deste composto

volatil, também se forma uma pequena quantidade de C:H:F.

Analisando os termogramas obtidos, verifica-se que a temperatura de inicio de
degradacao dos compésitos PVDF/[Bmim][CI] diminui com o aumento da percentagem de IL de
348,7 para 339,8 °C (Figura 4.6a). A introducdo de [Bmim][CI] diminui a estabilidade térmica
dos compositos. Ja adicdo do IL [Ch][DHP] aumenta a estabilidade térmica dos compositos, uma

vez que se verifica um ligeiro aumento da temperatura de degradacao térmica de 447,0 para

453,8 °C (Figura 4.6b) [112].

Tabela 4.4 - Temperatura inicial de degradacao (Tonset) de cada amostra.

% 1L (p/p) (i) Tonset (°C) (i) Tonset (°C) (iil) Tonset (°C)
PVDF 0 — 437,0 _
10 43,9 232,0 348,7
PVDF/[Bmim][CI] 20 41,0 228,8 3430
40 37,6 227,0 339,8
10 47,0 316,8 4470
PVDF/[Ch][DHP] 20 38,8 3235 450,2
40 33,7 327,7 453, 8
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Contrariamente ao PVDF, ambos os filmes compdsitos apresentam trés patamares de
degradacao (Figura 4.6). No compdsito PVDF/[Bmim][Cl], o primeiro (e menor) patamar de
degradacao (i) que ocorre entre os 42 e os 130 °C diz respeito a evaporacdo de agua e
degradacao de impurezas presentes no IL [113]; o segundo patamar de degradacao (ii) foi
observado entre 228 e os 335 °C e diz respeito a degradacao do proprio IL [114]; e o terceiro e
ultimo patamar (iii) acontece entre os 340 e os 500 °C e diz respeito a degradacdo do polimero.

Formam-se HF e C.H:F: como produtos de degradacao.

Na compdsito [Ch][DHP] observa-se, inicialmente, uma perda de massa (i) resultante da
evaporacao de agua. Depois, por volta dos 320 e 330 °C verifica-se a existéncia de outro
pequeno patamar de degradacao (ii). Segundo Usman et al [112] esta perda de peso pode ser
devida a desidratacao do anido (DHP). A terceira etapa de degradacao (iii) ocorreu entre os 450
e 0os 500 °C onde ocorre a degradacédo do polimero, onde se formam HF e C.H:F:como produtos

de degradacao.

4.3. Medidas de condutividade elétrica

Mediram-se as curvas de intensidade de corrente — voltagem (I-V) por forma a
determinar o valor da condutividade elétrica. Na Figura 4.7a e 4.7b encontram-se representadas

as curvas -V dos compositos [Bmim][Cl] e [Ch][DHP] com diferentes concentracdes.
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Figura 4.7 — Curvas |-V para o composito polimérico a) [Bmim][CI] e b) [Ch][DHP] a diferentes concentracdes (10, 20 e 40% (p/p)).
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Sabendo a resistividade volumica de cada um dos materiais (Equacédo 3.3) determinou-
se a sua condutividade elétrica através da Equacao 3.4. Os resultados obtidos encontram-se

esquematizados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 - Valores de condutividade elétrica dos filmes PVDF e filmes compésitos [Bmim][CI] e [Ch][DHP] a diferentes

concentragdes (10, 20 e 40% (p/p)).

Através da figura 4.8 é possivel visualizar que, em ambos 0s casos, a adicdo de IL
aumenta a condutividade elétrica dos materiais em comparacao com a matriz polimérica pura
[76,115]. Tal facto deve-se ao aumento do numero de espécies ionicas presentes [116]. Nos
compositos [Bmim][Cl], a condutividade elétrica aumenta com o aumento da quantidade de IL
presente de 4,06 x 10 para 9,93 x 10°S/m. Nos compositos [Ch][DHP], a condutividade
elétrica tende a aumentar ligeiramente chegando a atingir o seu valor maximo com 20% (p/p) de

IL-8,76 x 105 S/m.

O IL com maior condutividade — o [Bmim][CI] — deu origem ao filme compdsito com
maior condutividade elétrica: o filme compdsito PVDF/40% (p/p) [Bmim][CI] apresenta uma
condutividade elétrica de 9,93 x 10® S/m. No entanto, os filmes compositos [Bmim][CI] e
[Ch][DHP] apresentam valores de condutividade elétrica inferiores ao IL puro, uma vez que, 0s

ides encontram-se aprisionados na matriz polimérica do PVDF e nao se difundem t&o facilmente.
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4.4 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade dos filmes compdsitos foi avaliada através de ensaios de viabilidade
celular em células mioblasticas de ratinho (linha C2C12). As células foram sujeitas a um ensaio
MTS ao fim de 72 h de contacto. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura
4.9. Para este ensaio foram utilizados um controlo positivo (20% DMSO), de morte celular, e um
negativo, que representa o crescimento celular em condicdes padrdo, ao qual se fez

corresponder 100% de viabilidade celular
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Figura 4.9- Ensaios de viabilidade celular com as células C2C12 apds 72h em contacto com meio exposto aos filmes PVDF e filmes

compositos com diferentes concentracdes de liquido ionico (10, 20 e 40% (p/p)) [Bmim][CI] e [Ch][DHP].

De acordo com a norma 10993-5, apenas sdo consideradas citotoxicas as amostras que

apresentem uma viabilidade celular abaixo dos 70% [35].

Pela analise do histograma (Figura 4.9) verifica-se, que todos os compdsitos, a excecao
do 10% (p/p) [Bmim][CI], ndo sdo citotdxicos para as células C2C12. As células expostas ao
meio que esteve anteriormente em contacto com os filmes compdsitos PVDF/10% (p/p)
[Bmim][CI] exibem uma viabilidade celular de 58,4% ao fim de 72 h. Tal facto nao seria

expectavel uma vez que ambos os ILs séo biocompativeis.
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Dias et a/ [33] verificou que o IL, quando presente em pequenas quantidades, encontra-
se na superficie do filme polimérico. Tal facto pode ser um indicativo de uma possivel reacéao
que ocorre entre 0 aniao Cl e os grupos H- existentes no meio de cultura, dando origem a um
composto acido, o acido cloridrico, caracterizado como um acido fraco, de acordo com a

caracterizacao de acidos e bases.

Assim sendo, pode-se afirmar que estes biomateriais produzidos sao bons candidatos

para serem utilizados em engenharia de tecido muscular.

4.5 Avaliacao da proliferacao celular

De forma a avaliar o seu efeito na proliferacao celular, as amostras foram sujeitas a um
ensaio de MTS ao fim de 24 e 72 h de cultura em condicdes estaticas (sem aplicacdo de
estimulos mecanicos ou elétricos). Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura

4.10.
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Figura 4.10 - Proliferacao celular de mioblastos C2C12 cultivados em filmes de PVDF e filmes compositos PVDF/[Bmim][CI] e
PVDF/[Ch][DHP] com diferentes quantidades de liquido ionico (10, 20 e 40% (p/p)) apds 24 e 72 h de cultura em condicdes

estaticas.
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Pela analise da Figura 4.10, é possivel comprovar que a taxa de proliferacao celular
aumentou das 24 para as 72 h em todos os filmes compositos. Este aumento nao foi téo
pronunciado nos filmes compdsitos com 40% (p/p) [Bmim][CI], uma vez que nao se verificaram
diferencas significativas entre as 24 e as 72 h. A taxa de proliferacao celular nos compositos
[Bmim][CI] diminui com o aumento de IL incorporado na matriz polimérica. Relativamente aos
filmes compositos PVDF/[Ch][DHP], estes apresentam taxas de proliferacéo celular superiores
aos filmes compositos baseados em [Bmim][CI]. O filme composito com 40% (p/p) de [Ch][DHP]
€ 0 que apresenta a maior taxa de proliferacéo celular quando comparado com os restantes

filmes compositos e com o filmes de PVDF puro.

A molhabilidade e o grau de cristalinidade desempenham um papel importante na
adeséo e proliferacédo celular. Atendendo ao facto que todos os materiais apresentam valores de
angulo de contacto similares, o aumento da proliferacao celular pode dever-se ao grau de
cristalinidade e a consequentes variacdes no médulo de elasticidade dos materiais [117]. De
facto, tal como foi possivel observar na Tabela 4.3, os filmes compositos de PVDF/[Ch][DHP]
sd0 0s que apresentam um aumento do grau de cristalinidade do PVDF com o aumento da
percentagem de IL incorporado na matriz polimérica, promovendo uma maior proliferacao
celular. Resultados similares foram obtidos com filmes de poli (caprolactona)/poli (acido

glicdlico) (PCL/PGA) [118].

Recorreu-se também a ensaios de imunocitoquimica para avaliar a adesdao e a
morfologia celular. O nucleo dos mioblastos foi marcado com DAPI (azul) e o citoesqueleto de
actina com faloidina-FITC (verde). Na Figura 4.11 é possivel observar a morfologia celular apos
24 h e 72 h e confirmar, em conjunto com os resultados obtidos na Figura 4.10, que as células
aderiram e proliferaram em todas as amostras. Os mioblastos apresentam-se alongados, com

um citoesqueleto pequeno e ja com alguma orientacdo definida.
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Figura 4.11 - Ensaios de imunocitoquimica em mioblastos C2C12 cultivados em a) filmes de PVDF e filmes compositos b)
PVDF/20% (p/p) [Bmim][Cl], c) PVDF/20% (p/p) [Ch][DHP], d) PVDF/40% (p/p) [Bmim][CI] e e) PVDF/40% (p/p) [Ch][DHP]
apos 24 h de cultura em condicdes estaticas. Filmes compositos f) PYDF/20% (p/p) [Bmim][Cl e g) PVDF/40% (p/p) [Ch][DHP]

apos 72h. 0 nucleo dos mioblastos foi marcado com DAPI (azul) e o citoesqueleto de actina com faloidina-FITC (verde).
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Capitulo 5 - Conclusdes

No presente trabalho, foram desenvolvidos filmes compésitos PVDF/[Bmim][Cl] e
PVDF/[Ch][DHP] com diferentes concentracdes de IL (10, 20 e 40% p/p) para regeneracdo de
tecido muscular. Os filmes compositos foram avaliados ao nivel das suas propriedades
morfoldgicas, fisico-quimicas e térmicas. A sua potencialidade como scaffolds para engenharia

de tecidos foi avaliada através de ensaios de citotoxicidade e proliferacéo celular.

A introducao de [Bmim][Cl] e de [Ch][DHP] na matriz polimérica afeta o processo de
cristalizacdo do polimero. As imagens de SEM demonstraram que a estrutura esferulitica do
PVDF encontra-se preservada em ambos o0s casos, embora se verifique uma diminuicdo do seu
tamanho. Os ILs atuam como agentes de nucleacdo, promovendo um maior numero de nucleos

de cristalizacdo e, consequentemente, de esferulites com tamanhos reduzidos.

Através dos resultados obtidos, verificou-se que a incorporacdo dos ILs [Bmim][CI] e de
[Ch][DHP] na matriz de PVDF promove a molhabilidade dos filmes, ocorrendo uma diminuicao
do valor de angulo de contacto para 70,0 © + 2,0 ° nos filmes compdsitos com 10% de

[Bmim][Cl] e para 65,2 ° + 2,6 ° nos filmes compositos com 10% de [Ch][DHP].

Pela analise dos espetros de absorcao obtidos por FTIR, demonstrou-se que os ILs nao
alteram a estrutura quimica do PVDF. No entanto, promovem um aumento do conteudo da fase
eletroativa 3. Tal facto, deve-se as fortes interacdes eletrostaticas entre o IL e os dipolos das
cadeias de PVDF que favorecem a geracao de sequéncias #ans caracteristicas da fase . Os

filmes com ILs apresentam melhores propriedades piezoelétricas que os filmes de PVDF puro.

Pelas caracterizacoes térmicas efetuadas, verificou-se uma ligeira diminuicdo da
temperatura de fusdo do polimero de 168,2 para 162,1°C com o aumento da percentagem de
[Bmim][Cl]. Relativamente aos compoésitos [Ch][DHP], ndo se verificam alteracdes significativas
na temperatura de fusdo do polimero. O grau de cristalinidade dos filmes compositos diminui
com o aumento da concentracdo dos ILs, [Bmim][CI] e [Ch][DHP]. A diminuicdo da temperatura
de fusédo e do grau de cristalinidade estdo relacionados, com as fortes interacdes eletrostaticas

entre o IL e os dipolos da cadeia polimérica.

A introducdo de [Bmim][Cl] diminui a estabilidade térmica dos compositos.
Contrariamente, a adicdo do liquido ionico [Ch][DHP] aumenta a estabilidade térmica dos
compositos, uma vez que se verifica um ligeiro aumento da temperatura de degradacao térmica

de 447,0 para 453,8 °C.
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Através das medidas de condutividade, concluiu-se que a adicao de IL aumenta a
condutividade elétrica dos materiais em comparacao com matriz polimérica pura. O filme
compoésito PVDF/40% [Bmim][CIl] é o que apresenta o valor de condutividade elétrica mais

elevado - 9,93 x 10°S/m.

Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que todos os compositos, a excepcao do
10% [Bmim][CI], ndo sao citotoxicos para as células C2C12. Uma possivel reacao quimica entre
os grupos (Cl) do IL e os grupos (H:) existentes no meio de cultura podera estar na origem de

formacao de um composto acido, logo citotéxico para as células.

Os ensaios de proliferacdo e imunocitoquimica mostraram que as células C2C12
aderiram e proliferaram em todas as amostras. As amostras mais cristalinas, filmes compositos
PVDF/[Ch][DHP], sdo as que apresentam taxas de proliferacdo celular mais elevadas. Os
mioblastos apresentam-se alongados, com um citoesqueleto pequeno e ja com alguma

orientacao definida.

Todos o0s resultados demonstraram a potencialidade dos filmes compositos
PVDF/[Bmim][CI] e PVDF/[Ch][DHP] como suporte celular para aplicacbes em regeneracao

muscular.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Todos os objetivos delineados nesta dissertacdo de mestrado foram cumpridos, sendo,
simultaneamente, proposta uma nova e promissora estratégia com aplicabilidade em engenharia

de tecido muscular. Desde modo, sugerem-se os seguintes trabalhos futuros:

e realizar ensaios mecanicos e piezoresistivos (variacdo da resisténcia elétrica
com a deformacao aplicada) as amostras produzidas;

e proceder a ensaios de proliferacdo celular e diferenciacdo celular em
condicdes dinamicas (ex: aplicacdo de estimulos mecanicos e/ou elétricos
durante os cultivos);utilizar os filmes compositos desenvolvidos para estudos
em diferentes tipos celulares, como por exemplo em células dsseas e
neuronais;

e testar a potencialidade dos filmes compdsitos como atuadores.
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